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Propósito y Método del Estudio: 
Desde hace algunos años la investigación de plantas medicinales ya no es vista como un 
folklore, sino, como una relevante actividad científica, ya que resulta ser una alternativa 
viable en el desarrollo de nuevas técnicas terapéuticas, con la obtención de nuevas 
moléculas bioactivas que se manifiesten en diferentes mecanismos de acción. Para el 
estudio de la actividad antioxidante existen una gran diversidad de métodos, siendo uno 
de los más utilizados: la captura de radicales libres con DPPH (1,1 difenil-2,-
picrilhidrazilo). Estudios recientes aplicados a seis plantas de la región, mostraron una 
actividad antioxidante importante en extractos hidroalcohólicos de Juglans mollis 
(nogalillo) y Turnera diffusa (damiana), por lo que en el presente trabajo se utilizan estas 
dos especies para determinar cuál de sus fracciones posee mayor actividad antioxidante y 
aislar sus compuestos activos. 
 
Contribuciones y Conclusiones: 
 Se aislaron tres flavonoides glicosilados a partir de las especies Juglans mollis y 
Turnera diffusa, mediante fraccionamiento biodirigido monitoreado con la técnica de 
CCF revelada con DPPH. Los tres compuestos presentaron una buena actividad 
antioxidante comparada con los controles utilizados. De la especie Juglans mollis se 
obtuvieron fracciones poco polares con actividad inmunomoduladora, la cual fue 
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Los antioxidantes son compuestos que poseen la capacidad de evitar el daño 
oxidativo de un sustrato potencialmente oxidable, cuando se encuentran en el medio en 
cantidades relativamente bajas. El mecanismo para evitar o disminuir el proceso 
oxidativo depende de la naturaleza del antioxidante. Se conocen antioxidantes de tipo 
terpenoide como los carotenoides (luteína, vitamina A, licopeno), de tipo proteico, ácido 
grasos (omega-3) y compuestos polifenólicos como los flavonoides (Torres F y cols., 
2006). Una gran cantidad de estos compuestos se presenta en el reino vegetal en forma 
de compuestos polifenólicos (Cos y cols., 2000), y de estos se han reportado una 
enorme cantidad de estudios, de muy variadas fuentes naturales (Pietta, 2000; Luk y 
cols., 2007; Seeram, 2008; Zhang y cols., 2008; Shukitt-Hale, 2008). 
 
La importancia que han logrado cobrar los antioxidantes como “sustancias para 
prevenir el envejecimiento” nació a partir de la observación de una relación directa 
entre personas que llevaban una dieta rica en frutas y vegetales y la disminución de 
padecimientos tales como  enfermedades cardiovasculares, reumatoides y distintos tipos 
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de cáncer. En particular se han encontrado sustancias que tienen la capacidad de reducir 
los agentes oxidantes que producen el estrés oxidativo, el cual a su vez, deriva en la 
muerte celular (Cos y cols., 2000). 
 
Los antioxidantes han sido utilizados ampliamente como aditivos de alimentos 
para contrarrestar la degradación oxidativa de éstos, por lo que juegan un papel muy 
importante en la industria alimenticia. En la actualidad se sabe que las  especias que han 
sido utilizadas desde la antigüedad para incrementar el sabor a los alimentos, como la 
canela, el clavo, orégano y pimienta,  poseen propiedades antioxidantes.  
 
Durante los últimos años se han obtenido algunos antioxidantes mediante 
síntesis orgánica, como el hidroxianisol butilado (BHA), el hidroxitolueno butilado 
(BHT) y la tert-butilhidroquinona (TBHQ). Estos son usados ampliamente en la 
industria alimenticia, sin embargo, hay reportes de que BHA y BHT pueden producir 
daño hepático y carcinogénesis; por ello en las últimas décadas se ha incrementado la 
búsqueda para el descubrimiento y el uso de antioxidantes más efectivos de origen 
natural (Elmastas y cols., 2004). 
 
El sistema de defensa antioxidante humano consiste en un sistema enzimático y 
otro no enzimático. El sistema enzimático incluye enzimas tales como superóxido 
dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GSHPx), catalasa, entre otras. El sistema no 




El glutatión reducido (GSH), ácido úrico y albúmina son algunos de los 
antioxidantes endógenos, mientras que la vitamina C, E y beta caroteno, y compuestos 
polifenólicos como los flavonoides, son del tipo exógeno (Elmastas y cols., 2004; Pietta 
y cols., 2000). 
 
A la vez, estos últimos se han dividido en dos clases: 
1. Los preventivos, que reducen la velocidad de iniciación de la reacción en 
cadena por radicales libres (disminuyen la acción oxidativa de los 
radicales libres). 
2. Los interruptores de la reacción en cadena, que interfieren con su 
propagación. 
 
La presencia de compuestos antioxidantes en los vegetales ha cobrado mayor 
importancia entre especialistas de la salud quienes han recurrido a la fitoterapia con el 
fin de conseguir antioxidantes más potentes que los ya conocidos.  
 
 
1.2 Evaluación de la actividad antioxidante 
 
Alrededor del mundo se realizan estudios de un gran número de plantas y 
alimentos de tipo vegetal para conocer sus propiedades antioxidantes. Según la base de 
datos Medline, los manuscritos que mencionan la palabra “antioxidante” incrementaron 
en 340 % en los pasados diez años, mientras que el número de manuscritos en el área de 
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plantas, animales y humana ha incrementado solo un 39 %. Hasta ahora, se han 
elucidado más de 8.000 estructuras que poseen esta actividad biológica. Incluso se han 
obtenido compuestos semisintéticos a partir de los metabolitos aislados, cuya actividad 
antioxidante ha resultado ser mayor que la de sus predecesores (Prior y cols., 2005). 
 
Si bien se han llegado a establecer varios mecanismos de acción de los 
antioxidantes, aún no se ha establecido un método que evalúe de manera general esta 
actividad, debido a que es todavía un tema complejo, y los resultados de los estudios 
publicados varían considerablemente (Huang y cols., 2005; Zaporozhets y cols., 2004). 
 
En la literatura se han reportado diversos ensayos que evalúan la actividad 
antioxidante de plantas de uso común en las regiones donde éstas son endémicas. 
Debido a que se conocen algunos de los mecanismos de acción de los antioxidantes 
(captura de radicales libres, disminución de singulete del oxígeno, quelación de metales 
de transición, inhibición de enzimas) se han podido desarrollar algunos ensayos de 
actividad biológica, siendo los más utilizados: 
 
 La captura de radicales libres utilizando DPPH (1,1–difenil-2,-
picrilhidrazilo) como radical (Hu y Kitts, 2000; Charanjit y cols., 2002; 
Bergman y cols., 2002). 
 Inhibición de enzimas (xantina oxidasa, lipooxigenasa, ciclooxigenasa) 
(Charanjit y cols., 2002; Alfaro y cols., 2003; Lin y cols., 2000). 
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 Cuantificación de fenoles totales con el reactivo Folin-Ciocalteau 
(Velásquez y cols., 2004; Picerno y cols., 2003).  
 Medición de sustancias reactivas al ácido tiobarbiturico (TBARS) 
(OXItek TBARS assay kit). 
 Oxidación de lípidos mediante la utilización de liposomas (Picerno y 
cols., 2003). 
 Capacidad en equivalentes Trolox utilizando 2,2´-azinobis(3-etilben-
tiazolin-6-ácido sulfónico) (ABTS) (Cos y cols., 2000). 
 Disminución del oxígeno singulete (Alfaro y cols., 2003). 
 Resonancia de espín electrón (Cos y cols., 2000). 
 Capacidad reductora de Fe+3 (Prior y cols., 2005). 
 
 
1.3 Flavonoides y otros compuestos fenólicos. 
 
Muchos  estudios han demostrado que la actividad antioxidante de los productos 
naturales se debe a compuestos como flavonoides, isoflavonas y otros compuestos 
fenólicos (figura 1) (Velásquez y cols., 2000; Pietta, 2000; Heo y cols., 2005; Fabjan y 
cols., 2003). Estos compuestos están ampliamente distribuidos en el reino vegetal, sobre 
todo en las partes aéreas de las plantas. Los compuestos fenólicos se encuentran en las 
vacuolas de las células vegetales y salen al citoplasma celular para realizar su función 







  Flavonoide   Isoflavona 
 Figura 1. Estructuras de un flavonoide y una isoflavona. 
 
Los flavonoides actúan en las plantas como antioxidantes, antimicrobianos, 
fotorreceptores, repelentes, atractores visuales, etc. (Pietta y cols., 2000; Mahoney y 
cols., 2004). La capacidad de los flavonoides de actuar como antioxidantes in vitro ha 
sido sujeto de muchos estudios, lo que estableció una relación importante entre la 
estructura de los flavonoides y su capacidad antioxidante (Cos y cols., 2000; Pietta, 
2000). La capacidad antioxidante de los flavonoides in vivo está menos documentada 
debido a que no se conoce bien como actúa en los humanos. Estudios in vivo han 
demostrado que al ser ingeridos, los flavonoides son metabolizados a ácidos fenólicos, 
algunos de los cuales poseen la capacidad de capturar radicales libres (Bergman y cols., 
2002; Pietta, 2000). 
 
Una cantidad importante de estudios han indicado que muchos compuestos 
polifenólicos además de actuar como antioxidantes, poseen actividad hepatoprotectora 
(Luk y cols., 2007; Mayer y cols., 2005), anticancerígena (Seeram, 2008; Zhang y cols., 
2008; Kresty y cols., 2008) y neuroprotectora (Shukitt-Hale y cols., 2008). Por otra 
parte, una gran número de publicaciones reportan una relación entre la actividad 











naturales, con una actividad inmunomoduladora (inmunoestimulante en la mayoría de 
los casos) (Koganov y cols., 1999), antialérgica, antiinflamatoria (Wei y cols., 2005; 
Martínez y cols., 1997) y antiviral (Benavente y cols., 1997). Otros estudios indican que 
la actividad inmunomoduladora de algunos flavonoides ocurre mediante mecanismos 
donde se incluye la capacidad de reducir la formación de radicales libres, así como la 
capacidad de capturarlos (Garza y cols., 2006; Nordberg y cols., 2001; Arner, 2001; 
Wang y cols., 1999; Chef, 1993). De tal forma que la relación establecida entre 
actividad antioxidante e inmunomoduladora en algunos componentes de origen natural 
(Koganov y cols. 1999), abre una nueva posibilidad de estudio sobre plantas utilizadas 
para aliviar síntomas de enfermedades donde se vea incluido un factor inmunológico. 
 
 
1.4 Medicina herbolaria. 
 
La herbolaria tuvo su origen con el conocimiento de las propiedades medicinales 
de un gran número de plantas, por parte de los pueblos primitivos. Estos conocimientos 
se han acumulado y transmitido de generación en generación y han trascendido a través 
de las mismas, mediante la descripción de dichas plantas medicinales y su utilidad. Un 
rico acervo literario es prueba de la importancia que han tenido las plantas en la salud 
del hombre (Domínguez, 1978). 
 
Obtener compuestos con actividad biológica a partir de fuentes naturales se ha 
realizado desde hace mucho tiempo. En las últimas décadas se ha racionalizado la forma 
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de aislar estos compuestos mediante el fraccionamiento biodirigido, para lo cual se 
consultan previamente los usos tradicionales que la población hace de las plantas. 
 
Por este motivo la investigación de plantas medicinales ya no es vista como un 
folklore, sino como una relevante actividad científica, ya que las mismas son una 
alternativa viable en el desarrollo de nuevas técnicas terapéuticas, en la obtención de 
nuevas moléculas bioactivas que se manifiesten en diferentes mecanismos de acción. 
 
Desarrollar nuevos medicamentos a partir de plantas medicinales, se justifica 
debido a que la probabilidad de encontrar nuevas moléculas en las especies vegetales 
utilizadas por la medicina tradicional es notablemente alta, así como su posibilidad de 
expresar diferentes mecanismos de acción, ofreciendo una nueva estrategia terapéutica. 
 
La investigación de plantas medicinales abarca diferentes disciplinas como la 
etnomedicina, la farmacología, la fitoquímica, la toxicología, la investigación clínica, la  
biotecnología y el diseño de medicamentos. La interacción entre estas disciplinas ha 
dado como resultado la creación de catálogos, colecciones, bancos de datos sobre 
medicina tradicional, recursos humanos, recursos naturales, plantas medicinales, y 
organización social de médicos tradicionales (IMSS, 2005). 
 
La OMS reconoció la importancia de este recurso terapéutico y generó un 
programa de reconocimiento y promoción de la medicina herbolaria, y en 1990 
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promovió una serie de recomendaciones para la regularización de los medicamentos 
herbolarios (Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2002-2005). 
 
 
1.4.1 Medicina tradicional Mexicana 
 
La cultura popular de la fitoterapia en México tiene una tradición de más de 
3,000 años. Se han reportado unas 3,000 especies curativas de las 30,000 especies 
existentes en nuestro país; de estas especies curativas sólo el 10% de las plantas 
medicinales han sido estudiadas científicamente (Adame y Adame, 2000). 
 
La Secretaria de Salud reconoce que muchas de las plantas medicinales 
conocidas por la población, están siendo utilizadas como remedios para el tratamiento 
de diversas enfermedades, y que esta práctica tiene mayor relevancia cada día, por lo 
que  ha construido el marco para la regulación de estos productos (medicamentos 
herbolarios) a través de diversos instrumentos. Uno de ellos es la propuesta del nuevo 
Reglamento de la Ley  General de Salud en  materia de control sanitario, que regula las 
actividades, establecimientos, productos y servicios y se precisa la manera en que estos 
productos deben ser tratados.  El nuevo reglamento reconoce tres tipos de 
medicamentos: el químico farmacéutico, el homeopático y el herbolario (IMSS, 2005). 
 
Por otro lado, la mayoría de las publicaciones sobre herbolaria mexicana, 
provienen de plantas del centro del país, las cuales son plantas muy diferentes a las de 
 
 10 
nuestra región. El norte del país cuenta con una gran variedad de flora que crece bajo 
condiciones climáticas extremas y por tanto desarrollan una enorme cantidad de 
metabolitos secundarios para su protección y supervivencia. Diversas plantas se utilizan 
tradicionalmente en nuestra región para combatir síntomas, que hoy se sabe, están 
relacionados con la presencia de radicales libres. 
 
Estudios etnofarmacológicos de la región noreste del país, muestran que un 
número considerable de especies vegetales son utilizadas como tratamiento tradicional 
para diversas enfermedades, incluyendo las de tipo crónico-degenerativo (Luk y cols., 
2007). Hoy en día se sabe que muchas de estas enfermedades (como el cáncer, la 
enfermedad de Parkinson, el mal de Alzheimer, diabetes, enfermedades reumáticas y 
problemas vasculares) están mediadas por procesos oxidativos que derivan en la muerte 
celular y daño de tejidos, o bien, en la modificación del metabolismo celular y 
consiguiente desequilibrio fisiológico (Jung y cols., 2006; Seeram, 2008; Zhang y cols., 
2008; Shukitt-Hale, 2008). Tales procesos oxidativos están dados por la presencia de 
especies reactivas al oxígeno (ROS) entre las que se incluyen los radicales libres, 
enzimas oxidasas, sustancias inorgánicas oxidantes, etc. (Shukitt-Hale, 2008; Seeram, 
2008; Luk, 2007; Pietta, 2000). Lo anterior indica entonces una relación entre el uso 
tradicional de plantas que contienen componentes antioxidantes, y el alivio de algunos 
de los padecimientos relacionados con procesos oxidativos. 
 
Recientemente se describió la determinación de la actividad antioxidante de 15 
plantas de la región. En este trabajo se utilizaron los ensayos de secuestro de radical 
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libre DPPH, determinación de fenoles totales e inhibición de xantina oxidasa. Dos de las 
15 plantas utilizadas mostraron una importante actividad antioxidante: damiana 
(Turnera diffusa) y  nogalillo (Juglans mollis). Este trabajo de investigación fue 




1.4.1.1 Damiana (Turnera Diffusa) 
 
 
Figura 2. Tunera diffusa. 
 
Planta herbácea de la familia de las turneráceas que mide entre 30 y 70 cm de 
altura. Su tallo es ramoso con hojas alternas ovaladas y aromáticas. Las flores son 
pequeñas de color blanco o amarillo. 
 
Uso tradicional: Es usada para tratar el resfriado común, dispepsia, desbalance 
hormonal, depresión, desórdenes nerviosos y aperitivo. Sus hojas son utilizadas para 
elaborar una infusión que actúa como antianémica, conceptiva, contrarrestar la frigidez 
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y la impotencia.  Actúa también como diurética, contra malestar menstrual, problemas 
de próstata, tónico general y cerebral (Alcaraz y cols., 2004; Arletti y cols., 1999). 
 
Crece al sur de los Estados Unidos, México y países centroamericanos. No se ha 
descrito en Europa. Su uso ha dado buenos resultados en casos de astenia, debilidad, 
agotamiento físico o intelectual y estrés. Se han descrito algunos principios activos 
como: cineol (0.5-1%),  y -pinenos, p-cimeno, timol, sesquiterpenos (alfa-copaeno, 
delta-cadineno, calameneno), taninos (3.5), eterósidos hidroquinónicos, robutósido, 
eterósidos cianogénicos, alcaloides (7%); beta-sitosterol, damianina (principio amargo); 
resina (6-14%), goma (13.5%), proteínas (15%) (Adame, 2000; Alcaraz y cols., 2004; 
Domínguez, 1976; Spencer y cols., 1981; Piacente y cols., 2002; Hernández y cols., 
2003). Un estudio reciente describe también el aislamiento de algunos derivados 
glicosilados de la luteolina, de la apigenina, siringetina y laricitina, para lo cuales aún 
no se ha reportado actividad biológica (Zhao y cols., 2007). 
 
 Es comercializada para los usos antes descritos de manera individual o en 
mezclas herbales que incluyen plantas como el ginkgo (Ginko biloba), gingsen (Panax 
gingsen) y sabal enano (Serenoa repens) (Zhao y cols., 2007). 
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1.4.1.2 Nogalillo (Juglans mollis) 
 
 
Figura 3. Juglans mollis. 
 
Árbol de la familia de las juglandáceas, que alcanza 15 metros de altura. Su 
madera es dura rojiza y parda, con hojuelas ovales y puntiagudas. Se ha descrito su 
distribución en todo México. 
 
Uso tradicional: Las hojas se utilizan en cataplasmas contra el reumatismo. El 
cocimiento de las hojas favorece la cicatrización de las llagas rebeldes, alivia las aftas, 
leucorrea y además se emplea como antiescrofuloso. Para curar intoxicaciones, se usa la 
infusión de las hojas. El mesocarpio del fruto se usa para las ronchas, aplicando una 
cataplasma en la parte afectada (Martínez, 1994; Adame, 2000). 
 
No hay estudios fitoquímicos para Juglans mollis, sin embargo, para otras 
especies de Juglans han sido descritos diversos compuestos polifenólicos (entre ellos 
algunos flavonoides glicosilados) (Min y cols., 2000; Joe y cols., 1996; Tsao y cols., 
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2006; Colaric y cols., 2005), ácidos grasos, terpenoides y vitaminas (Li y cols., 2007; 
Amaral y cols., 2004; Lee y cols., 2002; Amaral y cols., 2005), naftoquinonas 





 En base a los reportes que muestran la capacidad antioxidante de extractos de 
Juglans mollis y Turnera diffusa, y que no se encontraron antecedentes de aislamiento 
de compuestos procedentes de estas especies con dicha actividad, y estudios de 
actividad inmunomoduladora en conjunto, resulta ser de gran interés el aislamiento y 
caracterización biológica de compuestos antioxidantes e inmunomoduladores 




1.6 Objetivo general 
 
 Aislar, purificar y caracterizar compuestos antioxidantes de Juglans mollis y 




1.7 Objetivos específicos 
 
  
1. Evaluar la actividad antioxidante y citotóxica de extractos de las distintas partes 
de Juglans mollis y Turnera diffusa. 
 
2. Obtener extractos diferenciales de la parte más activa de Juglans mollis y 
Turnera diffusa. 
 
3. Aislar y purificar el o los metabolitos con mayor actividad antioxidante de 
Juglans mollis. 
 
4. Caracterizar los compuestos aislados de Juglans mollis mediante técnicas 
espectroscópicas. 
 
5. Aislar y purificar el o los metabolitos con mayor actividad antioxidante de 
Turnera diffusa. 
 
6. Caracterizar los compuestos aislados de Turnera diffusa mediante técnicas 
espectroscópicas. 
 






MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 





 Tubos de ensayo 13 x 100 
 Tubos de ensaye 18 x 150 
 Matraces bola de 100 mL, 500 mL y 1000 mL con esmeril 24/40 
 Matraces Erlenmeyer de 125 mL, 250 mL, 500 mL y 1000 mL 
 Probeta de 25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL 
 Pinzas de disección 
 Pinzas de tres dedos 
 Espátula para polvos 
 Gradillas para 60 tubos 
 Cartucho de SPE C18  1000 mg/8.0 mL marca Alltech 
 Cromatoplacas de sílica gel 60F254 20x20 marca Merck 
 Columna Lobar LiChroprep RP-18 (40-120 m) marca Merck 
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 Columna de HPLC Licrospher Chromolith C18e (100x4.6 mm)marca Merck 
 Placas de porcelana de 12 pozos 
 Microplacas estériles de poliestireno con 96 pozos de fondo plano y tapa 
 Capilares de 5 y 10 L marca Drummon Wiretrol 
 Frascos de boca ancha de vidrio ámbar 
 Cubas cromatográficas de 121 x 108 x 80 mm 
 Papel filtro Whatman 40 
 Pipetas automáticas Research de 1000 L y 100 L marca Eppendorf 
 Puntillas de 0.5 y 1.5 mL 
 Acrodiscos de 0.45 y 0.22 m de PTFE marca Millipore 
 Embudos de separación 
 Embudos de filtración de vidrio de tallo corto 
 Tubos Eppendorf  de 2.0 mL 





 Espectrofotómetro DU 7500 marca Beckman 
 HPLC modelo 600 Controller marca Waters. Detector DAD modelo 2996 marca 
Waters. Automuestreador modelo 717plus Autosampler marca Waters. 
 RMN modelo Avance DPX400 de 400MHz marca Bruker 
 Balanza granataria Scout-Pro marca Ohaus 
 Balanza analítica GR-120 marca AND 
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 Rotavapor  Laborota 4000 marca Heidolph 
 Bomba de vacío modelo 2025 marca Welch 
 Sistema refrigerante modelo K20 y recirculador modelo DC1 marca Haake 
 Ultrasonido modelo 2510 marca Branson 
 Agitador Unimax 1010 marca Heidolph 
 Vórtex marca VWR 
 Microcentrífuga Micro-MB marca IEC 
 Bomba peristáltica Econo-Pump marca Bio-Rad 
 Colector de fracciones modelo 2128 marca Bio-Rad 
 Invertoscopio 
 Incubadora con controlador de humedad y CO2 
 Contador de centelleo marca Beckman 
 
 
2.1.3 Reactivos generales 
 
 Metanol grado analítico marca Fermont 
 Metanol grado HPLC marca Fermont 
 Acetato de etilo grado analítico marca Fermont 
 Hexano grado analítico marca Fermont 
 Tolueno grado analítico marca Fermont 
 Butanol grado analítico marca Fermont 
 Etanol grado analítico marca Fermont 
 Cloruro de metileno grado analítico marca Fermont 
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 Ácido acético glacial grado analítico marca Fermont 
 Ácido fórmico grado analítico marca Fermont 
 Dimetil-sulfóxido marca Fermont 
 Sílica gel 60G (0.2-0-5 mm) marca Merck 
 Nitrógeno gas de alta pureza grado 5.0 marca AGA 
 Agua destilada 
 
2.1.4 Reactivos especiales 
 DMSO-d6 99.96 % D marca Aldrich 
 Metanol-d4 100 % D marca Aldrich 
 1,4 bis [2-(5 feniloxalil)] benceno) (POPOP) 
 2,5-difeniloxazol-benceno (PPO) 
 3H Timidina marca Amersham 
 NPR (aminoetil-difenil-éster del ácido bórico) 0.5%.  
 PEG (polietilenglicol) 5%.  
 DPPH 0.05 mg/mL. Se disolvió 5 mg de DPPH marca Sigma en 100 mL de 
etanol 
 Quercetina marca Roth 
 Rutina marca Aldrich 




2.1.5 Material biológico 
 Células mononucleares de bazo de ratón Balb/c 
 Medio de cultivo RPMI 1640 
 
2.1.6 Cromatografía en capa fina (CCF) 
 




2.1.6.1 Sistemas de elución 
 
 2.1.6.1.1 Polares 
 Acetato de etilo: agua: ácido acético: ácido fórmico (25:1:1:3) 
 2.1.6.1.2 No polares “A” 
 Tolueno: acetato de etilo (98:2) 
 2.1.6.1.3 No polares “B” 
 Tolueno: acetato de etilo: ácido acético (15:15:1) 
  
2.1.6.2 Reveladores 
2.1.6.2.1 Actividad antioxidante A 
DPPH (2.0 mg/mL). 
Se disolvió 2.0 mg de DPPH en 100 mL de etanol. 
2.1.6.2.2  Fenoles 
Cloruro de fierro (III) en solución saturada. 
Se agregó cloruro férrico en 20 mL de agua destilada hasta que no se 




2.1.6.2.3 Productos naturales 
Natural Products Reagent (0.5 %). Se disolvieron 500 mg del reactivo 
Natural Productos marca Fluka en 100 mL de etanol / Polietilenglicol 
(5.0 %). Se disolvieron 5 g de polietilenglicol 1000 marca Fluka en 100 
mL de etanol. 
 
2.1.7 Condiciones  de elución  para HPLC-DAD. 
 2.1.7.1 Sistema A. 
Tiempo (min) % MeOH % Agua 
0 30 70 
1 30 70 
10 50 50 
15 50 50 
16 30 70 
20 30 70 
  





2.2 Colecta de plantas. 
 
 La colecta de Juglans mollis se llevó a cabo en el mes de mayo del 2006 en 
Villaldama, N.L. 
 





Especímenes de ambas plantas fueron enviados al Herbario Institucional de la 
Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL para su identificación y comprobación de 
especie. 
 
Las plantas fueron separadas en sus diferentes partes y puestas a secar a 
temperatura ambiente por un tiempo de dos semanas. 
 
 
2.3 Obtención de extractos primarios. 
 
Se realizaron extractos metanólicos de corteza y hoja de Juglans mollis, y 
extractos metanólicos de raíz, hoja y hoja/tallo de Turnera diffusa. Se pesaron 
aproximadamente 50 g del material seco y molido de planta y se extrajo con 250 mL de 
metanol, agitando durante una hora a temperatura ambiente, en tres repeticiones. Los 
tres extractos se filtraron y se juntaron para posteriormente llevarlos a sequedad por 
evaporación a presión reducida con una temperatura controlada de 37 °C. Los extractos 
se colocaron en frascos ámbar y finalmente se sellaron con nitrógeno gaseoso y se 
mantuvieron en refrigeración (4 °C). Se calculó el porcentaje de recuperación para cada 






2.4 Determinación cualitativa de la actividad antioxidante con DPPH por 
cromatografía en capa fina (CCF). 
 
Se prepararon 2 ml de una solución de 1 mg/mL de cada extracto. Se preparó un 
estándar de quercitina a la misma concentración. 
 
Cada una de las soluciones preparadas se analizó mediante cromatografía de 
capa delgada; para ello se sembraron 10 L de cada solución en una placa 
cromatográfica de sílica gel 60F254. 
 
La cromatografía se eluyó con la fase móvil del apartado 2.1.6.1.1. 
 
Como revelador de compuestos antioxidantes se preparó una solución DPPH de 
concentración 2 mg/mL en etanol, la cual se resguardó de la luz para evitar su 
degradación. 
 
La placa se secó y posteriormente se reveló con la solución de DPPH, mediante 
un aspersor con corriente de nitrógeno. Luego de una hora se obtuvo el total de las 






2.5 Determinación cuantitativa de la actividad antioxidante con DPPH por 
espectrofotometría de UV-Vis. 
 
Se determinó el porcentaje de reducción del radical libre por espectroscopia de 
UV-Vis a 517nm de acuerdo al método utilizado por Hu y cols. (2000). Se prepararon 
soluciones de cada uno de los extractos a una concentración de 1 mg/mL. 
 
Se colocó en tubos 0.5 mL de cada extracto y se adicionó 0.5 mL de la solución 
de DPPH a cada tubo. Los tubos se agitaron y dejaron reaccionar en oscuridad por 30 
minutos. 
 
La medición espectrofotométrica se realizó a 517 nm en una celda de cuarzo de  
1 cm de trayecto óptico y 1 mL de capacidad. Se utilizó una solución de quercetina de   
1 mg/ml como control positivo. 
 
La reducción del DPPH se calculó a partir de la decoloración del reactivo con 
etanol (control) mediante la siguiente ecuación: 
     
% reducción =  (Absorbancia del control) -  (Absorbancia de muestra) X  100  






2.6 Determinación de citotoxicidad de los extractos primarios. 
 
Para probar la citotoxicidad de los extractos se hicieron cultivos celulares en una 
placa de 96 pozos, colocando 100,000 células mononucleares de bazo de ratón Balb/c 
en un volumen de 100 L de medio RPMI 1640. Se probaron los extractos de corteza y 
hoja de nogalillo y de hoja y hoja/tallo de damiana, en cantidades de 1, 10, 50 y 500 g 
por pozo (tabla 1). Además se preparó un control del solvente con el que se manejaron 
los extractos. Los cultivos fueron observados a las 72 horas, mediante el uso de Eosina 
Y como colorante supravital. 
 
 
2.7 Determinación del efecto inmunomodulador de los extractos primarios. 
 
La actividad inmunomoduladora se evaluó en base a la proliferación de células 
mononuclerares de acuerdo al método utilizado por Salinas y cols. (1999). 
 
Las células mononucleres se extrajeron de bazo de ratón Balb/C mediante 
profusión con medio RPMI 1640.  Las células mononucleares se separaron del paquete 
celular por un gradiente de densidad, mediante una solución de ficoll:diatrizoato de 
sodio (2:1) por centrifugación. Los mononucleares contenidos en la interfase fueron 
retirados y lavados tres veces con medio RPMI 1640. Las células se ajustaron a una 




Los extractos se prepararon en concentraciones de 1, 10, 50 y 500 g/10 L, 
disolviéndose en una solución  de etanol 50 % y DMSO 5%. 10L de las diluciones 
fueron probadas en una placa de 96 pozos, en donde cada pozo contenía un cultivo de 
100,000 células mononucleares, en 100 L de medio de cultivo RPMI. Cada dilución se 
probó por triplicado en dos experimentos, uno de ellos en presencia de un mitógeno 
(fitohemaglutinina PHA), y el otro sin la presencia del mitógeno   (tabla 1). 
 
Se tuvieron como controles, células sin estímulo y sin extracto, células con 
estímulo y sin extracto, células con el solvente de los extractos y sin estímulo, y células 
con el solvente de los extractos y  con estímulo. 
 
A las 48 horas se adicionó a cada pozo 10 L de 3H Timidina. El cultivo se hizo 
de 72 horas. Las células de cada pozo se cosecharon y se colocaron en líquido de 
centelleo (preparado con 0.05 g de (1,4 bis [2-(5 feniloxalil)] benceno) (POPOP) y 6.0 g 
de 2,5-difeniloxazol-benceno (PPO) en 1 L de tolueno), para posteriormente obtener los 
valores de cuentas por minuto. 
 
Se calculó el índice de proliferación mediante la siguiente fórmula: 
 
Índice de proliferación =  Cuentas/min de células estimuladas 






Tabla1. Diseño del ensayo de citotoxicidad y de inmunomodulación para 
extractos primarios. H=extracto de hoja, H/T= extracto de hoja y tallo, C= extracto de 
corteza. 
 500mg 50mg 10mg 1mg 
H T. diffusa             
H/T T. diffusa             
C J. mollis             




2.8 Obtención de extractos diferenciales. 
 
Se realizó una extracción diferencial a los extractos metanólicos de la parte aérea 
de damiana, y de los extractos metanólicos de corteza y hoja de nogalillo. 
 
Se pesó aproximadamente 1.0 g de cada extracto y se resuspendió en 10 ml de 
etanol 90 %. Para la extracción diferencial se usó hexano, acetato de etilo y butanol. Se 
hicieron tres extracciones con 30 mL cada una, para cada solvente. Las fracciones se 
llevaron a sequedad evaporando a presión reducida y con corriente de nitrógeno. 
 







2.9 Determinación cualitativa de la actividad antioxidante de los extractos 
diferenciales. 
 
Se prepararon soluciones de 1mg/mL de cada uno de los extractos diferenciales 
de Juglans mollis y Turnera diffusa. 
 




2.10 Determinación cuantitativa de la actividad antioxidante de los extractos 
diferenciales. 
 
Se obtuvo el porcentaje de reducción de cada extracto diferencial siguiendo el 
mismo procedimiento que se describe en el punto 2.5. Los ensayos se realizaron por 




2.11 Aislamiento y purificación de compuestos con actividad antioxidante de 
Juglans mollis. 
 
Partiendo del extracto de acetato de etilo de corteza de Juglans mollis, se sembró 
1.0 g del extracto en una columna de sílica gel de 150 mL. Se eluyó mediante la 
aplicación de baja presión en la modalidad flash, con los siguientes sistemas de eluentes: 
AcOEt:hexano (1:1), AcOEt, AcOEt:MeOH (1:1) y MeOH. Se pasaron 450 mL de cada 
solvente. 
 
Las cuatro fracciones fueron analizadas por CCF y reveladas con solución de 
DPPH para rastrear la presencia de los compuestos activos, tal como se describió en el 
punto 2.4. 
 
Se continuó el aislamiento con la fracción eluída con acetato de etilo. Se sembró 
aproximadamente 100 mg de esta fracción, en una columna Lobar RP-18 (24-140) de  
24 mL, y se eluyó con un gradiente de MeOH acuoso (30-100 %). Se pasaron 40 mL de 
cada mezcla de solventes con un flujo de 1 mL/min. Se colectaron fracciones de 4 mL 
cada una. 
 
Las fracciones obtenidas se analizaron por CCF. Se seleccionaron las que 
contenían los compuestos de interés y fueron sometidas a sucesivas separaciones 
cromatográficas con la columna Lobar RP-18, esta vez, mediante gradiente de MeOH 




Un tercer compuesto fue purificado a partir de la fracción de MeOH 30%, 
obtenida en la primera columna de fase inversa. Esta fracción fue sometida a una 
separación por cromatografía en capa delgada preparativa, de sílica gel. La placa 
preparativa fue eluída con la misma fase móvil descrita en el punto 2.4. Inmediatamente 
se extrajo la banda de interés en la placa, con acetato de etilo y posteriormente metanol. 
El compuesto obtenido se denominó N3. 
 
 
2.12 Aislamiento y purificación de compuestos con actividad antioxidante de 
Turnera diffusa. 
 
Partiendo del extracto metanólico de la parte aérea de Turnera diffusa, se realizó 
una extracción líquido-líquido con hexano. Posteriormente la fracción soluble en 
metanol se sometió a una extracción en fase sólida con un cartucho de fase inversa C18 
para la eliminación de clorofilas. El cartucho se eluyó con MeOH 50 % y 
posteriormente con MeOH acuoso 70 % y MeOH 100 %. Se continuó trabajando con la 
fracción de MeOH 50 %. 
 
Esta fracción fue sometida a una cromatografía de sílica gel en modalidad a 
vacío (VLC). La muestra se eluyó con los siguientes sistemas de eluentes de menor a 
mayor polaridad: CH2Cl2, AcOEt, AcOEt:MeOH (1:1) y MeOH. Se pasaron 150 mL de 




Las fracciones fueron analizadas por CCF y se decidió continuar con la fracción 
eluída con AcOEt. Esta fracción fue sometida a una segunda VLC, la cual se eluyó con 
un gradiente de tolueno, tolueno:AcOEt (1:1), AcOEt, AcOEt:MeOH (1:1) y MeOH. 
 
A la fracción de AcOEt:MeOH obtenida mediante columna de sílica gel, se le 
realizó una cromatografía de fase inversa utilizando una columna Lobar RP-18 (24-140) 
de 24 mL, la cual se eluyó con un gradiente de MeOH acuoso (30-100 %). Se pasaron 
40 mL de cada mezcla de eluentes con un flujo de 1 mL/min. Se colectaron 80 
fracciones de 4 mL cada una, las fracciones fueron analizadas mediante CCF. Se 
seleccionaron las fracciones que contenían el compuesto de interés, las cuales se 
repurificaron por medio de sucesivas cromatografías con la columna Lobar RP-18, con 




2.13 Análisis por HPLC de los compuestos aislados. 
 
Los compuestos aislados de Juglans mollis fueron analizados junto con el 
extracto de acetato de etilo de corteza,  por HPLC-DAD. Se utilizó el  sistema de 






2.14 Análisis por RMN de los compuestos aislados. 
 
A los compuestos N1 y N2 se les realizaron espectros de resonancia magnética 
nuclear de: 1HRMN, 13CRMN y DEPT, y espectro de doble dimensión COSY, HMBC y 
HMQC. Para todos los experimentos anteriores se utilizó MeOD, y en el caso de N1, se 
realizaron también espectros de 1HRMN en DMSO. 
 
Al compuesto D1 se le realizaron espectros de resonancia magnética nuclear de 
1HRMN, 13CRMN y DEPT, y espectro de doble dimensión COSY, HMBC y HMQC. 
Todos los experimentos anteriores se hicieron en solución de MeOD. Además se realizó 
un experimento NOE para D1en MeOD y un espectro 1HRMN en DMSO. 
 
 
2.15 Cuantificación de la actividad antioxidante de los compuestos aislados 
mediante la técnica de espectroscopia UV-Vis y DPPH. 
 
 Se cuantificó la actividad antioxidante de los compuestos aislados N1, N2, D1 y 
la fracción D2. Como controles positivos se utilizaron quercetina, rutina y 
hidroxitolueno butilado (BHT). 
 
Se prepararon soluciones de 1 mg/mL de los compuestos aislados, la fracción D2 
y los controles. Se tomó una alícuota de 40 L de la solución de 1mg/mL y se agregó en 
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el primer tubo con 960 L de etanol. Se homogenizó el contenido del tubo y se tomaron 
500 L de esta solución y se pasaron a un segundo tubo que contenía 500 L de etanol. 
Se tomaron 500 L de esta nueva solución y se pasaron a un tercer tubo con 500 L de 
etanol. Esto se repitió con cinco tubos más. Del tubo siete se tomaron 500 L de 
solución y se desecharon. Se adicionaron a cada tubo 500 L de una solución de DPPH 
0.05 mg/ml y se dejó reposar en oscuridad durante una hora a temperatura ambiente. Se 
tomaron lecturas por espectroscopia de UV-Vis a 517 nm con una celda de cuarzo de 1 
mL y 1cm de trayecto óptico. Como control se utilizó un tubo que contenía 500 L de 
etanol y 500 L de la solución de DPPH 0.05 mg/mL. Este control fue tratado de la 
misma manera que las diluciones seriadas. Las concentraciones finales de las muestras 
probadas fueron de 20, 10, 5, 2.5, 1.2, 0.6, 0.3 g/mL. 
 
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se calculó el 50 % de 
reducción de DPPH o concentración mínima inhibitoria 50 (CI50) de cada experimento. 
Se calculó el promedio y la desviación estándar para cada uno. 
 
 
2.16 Determinación de la actividad inmunomoduladora de los compuestos aislados, 
en base a la proliferación de células mononucleares de bazo de ratón. 
 
Se determinó la actividad inmunomoduladora de los compuestos  N1, N2 y N3 
asilados de Juglans mollis, así como de las fracciones de Hexano:AcOEt (1:1), AcOEt, 
AcOEt:MeOH (1:1) y MeOH obtenidas a partir del extracto de acetato de etilo de 
 
 35 
corteza de Juglans mollis por medio de la columna flash. El estudio se hizo siguiendo la 
metodología indicada anteriormente en el punto 2.7. El compuesto N1 y todas las 
fracciones antes mencionadas fueron probados en cantidades de 500, 50, 10 y 1 g por 
pozo. Los compuestos N2 y N3 fueron probados en cantidades de 50, 10 y 1 g por  
pozo. Los compuestos aislados fueron disueltos en agua destilada y las fracciones 
fueron disueltas en DMSO 5%. 
 
Los experimentos se realizaron por triplicado, con estimulación de PHA y sin 
estimulación. Se utilizaron como controles células con estímulo y sin estímulo, y células 
con el solvente utilizado, con y sin estímulo de PHA (tabla 2). 
 
Tabla 2. Diseño del ensayo de citotoxicidad e inmunomodulación para 
fracciones y compuestos aislados de Juglans mollis. 
 500g 50g 10g 1g 
Fracción 1             
Fracción 2             
Fracción 3             
Fracción 4             
N1             
N2           
N3           
           
 
A las 48 horas se adicionó a cada pozo 10 L de 3H timidina. El cultivo se 
incubó por 72 horas. Las células de cada pozo se cosecharon y se colocaron en líquido 




Se calculó el índice de proliferación mediante la siguiente fórmula: 
 
Índice de proliferación =  Cuentas/min de células estimuladas 




2.17 Evaluación de la citotoxicidad de los compuestos aislados. 
 
Se montó en un placa de 96 pozos el mismo experimento de inmunomodulación, 
agregando las mismas cantidades de compuesto puro y fracciones de Juglans mollis, en 
cultivos de 100,000 células mononucleares de bazo de ratón Balb/c en un volumen de 
100 L. Se analizó simultáneamente un control de células solas y un control de solvente. 
Todos los experimentos se realizaron por triplicado (tabla 2). 
 
Cada pozo se observó a las 72 horas con un invertoscopio. Se utilizó Eosina Y 









3.1 Colecta y autentificación de las plantas. 
 
Las plantas fueron colectadas de tal manera que ninguna de sus partes fuera 
dañada. Luego de haber secado completamente las plantas, se enviaron especímenes al 
Herbario Institucional de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León, de donde se obtuvieron los números de identificación para 
cada especie (tabla 3). 
 







Fecha de colecta Folio 
Damiana Turnera diffusa Zuazua, NL Diciembre 2005 23569 
Nogalillo Juglans mollis Villaldama, NL Mayo 2005 23894 





3.2 Obtención de extractos primarios. 
 
 Los porcentajes de recuperación de los extractos metanólicos de corteza y hoja 
de Juglans mollis y raíz, hoja y hoja/tallo de Turnera diffusa se muestran en la tabla 4. 
 
Tabla 4. Porcentajes de recuperación de extractos metanólicos de las distintas partes de 
Turnera diffusa y Juglans mollis. 
Especie Parte extraída % Recuperación 
Turnera diffusa Raíz 5.40% 
Turnera diffusa Hoja 16.20% 
Turnera diffusa Hoja/Tallo 18.45% 
Juglans mollis Corteza 7.95% 
Juglans mollis Hoja 9.15% 




3.3 Determinación cualitativa de la actividad antioxidante con DPPH por 
cromatografía en capa fina. 
 
 Los extractos primarios de las diferentes partes de cada especie y un control de 
quercetina fueron analizados por CCF y revelados con una solución de DPPH. La 
coloración amarilla en contraste con el fondo violeta de la placa, indicó la presencia de 
compuestos antioxidantes (figura 4).  







1 Hoja de T. diffusa 
2 Hoja/Tallo de T. diffusa 
3 Raíz de T. diffusa 
4 Corteza de J. mollis 
5 Hoja de J. mollis 
Q Quercetina 
 
Figura 4. Análisis cualitativo de actividad antioxidante de extractos metanólicos 





3.4 Determinación cuantitativa de la actividad antioxidante con DPPH por 
espectrofotometría de UV-Vis. 
 
 Se determinó el porcentaje de reducción del radical libre por espectroscopia de 
UV-Vis a 517nm. 
Tabla 5. Porcentajes de reducción de DPPH de los extractos metanólicos de las distintas 
partes de Turnera diffusa y Juglans mollis. 
Extracto % Reducción 
Control 0 
Hoja de T. diffusa 63.20+1.4 
Hoja/Tallo de T. diffusa 86.48+0.8 
Raíz de T. diffusa 85.80+1.6 
Corteza de J. mollis 72.34+2.2 
Hoja de J. mollis 78.78+1.3 
Quercetina 66.08+0.9 
  





3.5 Determinación de citotoxicidad de los extractos primarios. 
 
Se determinó el porcentaje de viabilidad celular en cultivos de mononucleares 
para cada extracto primario de Turnera diffusa y Juglans mollis. En la tabla 6 se 
muestran los promedios de los ensayos que se realizaron por triplicado. En todos los 
ensayos se tuvo un porcentaje de viabilidad mayor al 90%. 
 
Tabla 6. Porcentajes de viabilidad celular frente a los extractos metanólicos de las 
distintas partes de Turnera diffusa y Juglans mollis. 
Extracto 500g 50g 10g 1g 
Hoja de T. diffusa 95.0+0.0% 95.0+0.0% 95.0+0.0% 98.3+2.8% 
Hoja/Tallo de T. diffusa 90.0+0.0% 95.0+0.0% 95.0+0.0% 95.0+0.0% 
Corteza de J. mollis 95.0+0.0% 95.0+0.0% 98.3+2.8% 98.3+2.8% 
Hoja de J. mollis 95.0+0.0% 95.0+0.0% 98.3+2.8% 98.3+2.8% 




3.6 Determinación del efecto inmunomodulador de los extractos primarios. 
 
Se obtuvieron las cuentas de centellas por minuto para cada ensayo realizado por 
triplicado, para los extractos de hoja y hoja/tallo de Turnera diffusa y corteza y hoja de 
Juglans mollis. Se calculó el promedio de los triplicados y el índice de proliferación. 
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Tabla 7. Promedios de cuentas por minuto e índices de proliferación de extractos 
metanólicos de las distintas partes de Turnera diffusa y Juglans mollis. 






Células control 2865+14 29675+54 10.36 
DMSO 5%   2689+5 29107+72 10.82 
Hoja de T. diffusa – 500g 1828+26 6904+60 3.78 
Hoja de T. diffusa – 50g 1780+5 6009+39 3.38 
Hoja de T. diffusa – 10g 2067+11 3790+28 1.83 
Hoja de T. diffusa – 1g 2290+21 3587+41 1.57 
Hoja/Tallo de T. diffusa – 500g 1998+16 6938+53 3.47 
Hoja/Tallo de T. diffusa – 50g 2147+34 6624+52 3.09 
Hoja/Tallo de T. diffusa – 10g 2460+13 6496+25 2.64 
Hoja/Tallo de T. diffusa – 1g 2570+9 6231+23 2.42 
Corteza de J. mollis – 500g 3008+6 42932+156 14.27 
Corteza de J. mollis – 50g 3291+54 39746+48 12.08 
Corteza de J. mollis – 10g 2455+38 9654+53 3.93 
Corteza de J. mollis – 1g 2285+41 6790+101 2.97 
Hoja de J. mollis – 500g 2393+48 8479+79 3.54 
Hoja de J. mollis – 50g 2830+26 6541+76 2.31 
Hoja de J. mollis – 10g 2667+30 3256+132 1.22 
Hoja de J. mollis – 1g 2285+12 2436+48 1.07 





3.7 Obtención de extractos diferenciales. 
 
 A partir de los extractos primarios de la parte aérea de Turnera diffusa y de 
corteza y hoja de Juglans mollis se realizaron extracciones diferenciales  con hexano, 
acetato de etilo y butanol. Los extractos diferenciales fueron nombrados como se indica 




Tabla 8. Nomenclatura de los extractos diferenciales de las distintas partes de Turnera 
diffusa y Juglans mollis. 
Extracto Hexano Acetato de etilo Butanol 
Hoja de T. diffusa 1F1 1F2 1F3 
Hoja/Tallo de T. diffusa 2F1 2F2 2F3 
Corteza de J. mollis 3F1 3F2 3F3 
Hoja de J. mollis 4F1 4F2 4F3 
    
  
 
 Para cada nueva fracción se calculó el porcentaje de recuperación (tabla 9). Se 
partió de las cantidades de extracto primario, mostradas a continuación: 
Turnera diffusa hoja (1) = 0.869g 
 Turnera diffusa hoja/tallo (2) = 1.981g 
Juglans mollis corteza (3) = 1.100g 
Juglans mollis hoja (4) = 1.992g 
 
Tabla 9. Porcentajes de recuperación de los extractos diferenciales de las distintas partes 
de Turnera diffusa y Juglans mollis. Nomenclatura  de los extractos de acuerdo a la 
tabla 8. 
 
Extracto diferencial Peso % Recuperación 
1F1 0.155 17.92 
1F2 0.090 10.37 
1F3 0.119 13.73 
2F1 0.432 21.80 
2F2 0.293 14.79 
2F3 0.227 11.50 
3F1 0.161 14.68 
3F2 0.522 47.50 
3F3 0.325 29.60 
4F1 0.232 11.66 
4F2 0.347 17.42 
4F3 0.537 26.99 






3.8 Determinación cualitativa de la actividad antioxidante de los extractos 
diferenciales. 
 
 De los 16 extractos diferenciales probados en CCF y revelados con DPPH, se 
observó mayor evidencia de presencia de compuestos antioxidantes en los extractos de 
acetato de etilo y butanol de hoja/tallo de Turnera diffusa y en los extractos de acetato 










(1) Ext MeOH H T. diffusa, (1F1) Hexano H T.diffusa, (1F2) AcOEt H T. diffusa, (1F3) Butanol  H T. 
diffusa, (2) H/T T. diffusa, (2F1) Hexano H/T T.diffusa,(2F2) AcOEt H/T T. diffusa, (2F3) Butanol  H/T T. 
diffusa, (3) C J. mollis, (3F1) Hexano C J. mollis, (3F2) AcOEt C J. mollis, (3F3) Butanol C J. mollis, (4) 
H J. mollis, (4F1) Hexano H J. mollis, (4F2) AcOEt H J. mollis, (4F3) Butanol H J. mollis, (Q) 
Querecetina. H = hoja, H/T = hoja/tallo, C = corteza 
 
Figura 5. Análisis cualitativo de actividad antioxidante de extractos de las 
distintas partes de Turnera diffusa y Juglans mollis. Fase móvil 2.1.6.1.1. Revelador 
2.1.6.2.1. 
 
 1   1F1  1F2  1F3    2   2F1   2F2  2F3  3   3F1   3F2  3F3  4    4F1 4F2   4F3    Q 
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3.9 Determinación cuantitativa de la actividad antioxidante de los extractos 
diferenciales. 
 
 Los  promedios de los porcentajes de reducción de DPPH  para cada uno de los 
extractos diferenciales se calcularon con el ensayo que se llevó a cabo por triplicado 
(tabla 10). Los porcentajes de reducción más altos fueron de los extractos de acetato de 
etilo y butanol de la parte aérea de Turnera diffusa y el extracto de acetato de etilo de 
corteza de Juglans mollis. 
 
Tabla 10. Porcentaje de reducción de DPPH de los extractos distintas partes de 
Turnera diffusa y Juglans mollis. Nomenclatura  de los extractos de acuerdo a la 
tabla 8. 
 
Soluciones 1mg/mL % Reducción 
























3.10 Aislamiento y purificación de compuestos con actividad antioxidante de 
Juglans mollis. 
  
 Se obtuvieron cuatro fracciones después de pasar el extracto de acetato de etilo 
de corteza de Juglans mollis por una columna de sílica gel en modalidad flash. Las 
fracciones obtenidas fueron analizadas por CCF junto con el extracto original de corteza 





C=extracto de AcOEt de corteza de J. mollis 
F1=fracción de Hexano:AcOEt F2=fracción de 
AcOEt (1:1) 
F3=fracción de AcOEt:MeOH 












Figura 6. Cromatografía en capa fina de las fracciones obtenidas a partir del 
extracto de acetato de etilo de corteza de Juglans mollis mediante una columna de sílica 
gel en modalidad flash. Fase móvil 2.1.6.1.1. Sin revelador. 
 
 
  C    F1  F2   F3   F4 







C=extracto de AcOEt de corteza de J. mollis 
F1=fracción de Hexano:AcOEt 
F2=fracción de AcOEt (1:1) 
 F3=fracción de AcOEt:MeOH 







 Figura 7. Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas a partir del extracto 
de acetato de etilo de corteza de Juglans mollis mediante una columna de sílica gel en 
modalidad flash. Fase móvil 2.1.6.1.1. Revelador 2.1.6.2.1. 
 
 
 La fracción F3 se pasó a través de una columna de fase inversa de baja presión 
Lobar RP-18 (24-149) y se eluyó con un gradiente de MeOH acuoso (40 %-100 %) de 
donde se obtuvo la fracción F3´  (figura 8). 
 
 




Figura 8. Cromatografía en capa fina de la fracción F3´, obtenida mediante 
columna Lobar RP-18, a partir de la fracción F3 proveniente del extracto de corteza de 
Juglans mollis. Fase móvil 2.1.6.1.1. 
 
 
 A partir de la fracción F3´ se obtuvieron, mediante purificaciones sucesivas, dos 
compuestos que fueron nombrados N1 y F2. Para esto, se utilizó una columna Lobar 
RP-18 eluída con un gradiente de MeOH acuoso (30-50 %). Se analizaron los 
compuestos aislados mediante CCF y se reveló con DPPH para determinar su actividad 
antioxidante (figura 9). Los compuestos se analizaron también por CCF revelada con 
NPR/PEG, donde se observó una coloración naranja en cada uno (figura 10). 













 Figura 9. Actividad antioxidante de la fracción F3´ obtenida mediante columna 
Lobar RP-18, a partir de la fracción F3 proveniente del extracto de corteza de Juglans 




C=Fracción F3´, N1=compuesto N1, N2=compuesto N2 
 Figura 10. Cromatografía en capa fina de los compuestos aislados N1 y N2. Fase 
móvil 2.1.6.1.1. Revelador 2.1.6.2.3. 
C           N1                 N2 
F3              F3´ 
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3.11 Aislamiento y purificación de compuestos con actividad antioxidante de 
Turnera diffusa. 
 
Se realizó una extracción liquido-líquido con hexano al extracto metanólico de 
la parte aérea de Turnera diffusa. El extracto hexánico fue descartado y se continuó 
trabajando con la fracción soluble en metanol. Se obtuvieron tres fracciones (nombradas 
F50, F70 y F100) a partir de la fracción soluble en metanol mediante una extracción en 
fase sólida con un cartucho de fase inversa. Las fracciones obtenidas se analizaron por 
CCF con la fase móvil 2.1.6.1.1 y se observaron bajo luz UV de 254nm (figura 11).  
 
 
F50=Fracción MeOH 50%, F70=Fracción MeOH 70%, 
F100=Fracción MeOH 100% 
 
Figura 11. Cromatografía en capa fina de las fracciones obtenidas por extracción 
en fase sólida del extracto aéreo de Turnera  diffusa. Fase móvil 2.1.6.1.1. UV 254nm. 
 
 Mediante una separación por columna de sílica gel de la fracción F50 de 
extracto aéreo de Turnera diffusa se obtuvieron fracciones de CH2Cl2, AcOEt, 
F50  F70  F100
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AcOEt:MeOH y MeOH. Las fracciones se analizaron por CCF con la fase móvil 
2.1.6.1.1 (figura 12). 
 
  
F1=fracción CH2Cl2, F2=fracción AcOEt, 
F3=fracción AcOEt:MeOH, F4=fracción MeOH 
 
 Figura 12. Cromatografía en capa fina de las fracciones obtenidas a partir del 
extracto metanólico de la parte aérea de Turnera diffusa (F50) mediante una columna de 
sílica gel. Fase móvil 2.1.6.1.1. 
 
 
 La fracción F3 fue sometida a una separación por cromatografía en columna de 
fase inversa Lobar RP-18 de donde se obtuvieron 80 fracciones. Las fracciones se 
analizaron por CCF con la fase móvil 2.1.6.1.1 (figura 13). Se seleccionaron dos 
fracciones que fueron denominadas F3´ y F3´´ con las que se continuó el aislamiento. 
 




 Figura 13. Fracciones F3´ y F3´´ obtenidas a partir de F3 mediante una columna 
Lobar RP-18. Fase móvil 2.1.6.1.1. 
 
 
 Se realizaron tres separaciones sucesivas mediante columna de fase inversa 
Lobar RP-18 (24-140). Se purificó el compuesto al que se denominó D1 y se obtuvo 
una fracción a la que se le llamó D2. Ambas muestras se analizaron por CCF con la fase 
móvil indicada en el punto 2.1.6.1.1 y se revelaron con NPR/PEG (figura 14). La 
fracción D2 fue analizada por CCF eluída con la fase móvil 2.1.6.1.3 y se reveló con 
NPR/PEG. En la placa se observaron por lo menos cinco compuestos de coloración 
amarillo-naranja (figura 15). 
 




 Figura 14. Cromatografía en capa fina de los compuestos D1 y fracción D2. Fase 
móvil 2.1.6.1.1. Revelador 2.1.6.2.3. 
 
 













3.12 Análisis por HPLC de los compuestos aislados. 
 
 Se obtuvieron los siguientes cromatogramas de HPLC para el extracto de AcOEt 
de corteza de Juglans mollis (figura 16), el compuesto N1 (figura 17) y el compuesto 
N2 (figura 18). Para ello se utilizó una columna de fase inversa Chromolith C18e y el 






 Figura 16. Cromatograma del extracto de AcOEt de J. mollis. A=Espectro de 
absorción UV-Vis del compuesto N1, tR 7.66 min. B=Espectro de absorción UV-Vis del 







 Figura 17. Cromatograma del compuesto N1 de J. mollis y espectro de absorción 




Figura 18. Cromatograma del compuesto N2 de J. mollis y espectro de absorción UV-





3.13 Análisis por RMN de los compuestos asilados. 
 
Se obtuvieron espectros de 1HRMN, 13CRMN y DEPT, y espectros de doble 
dimensión COSY, HMQC y HMBC para el compuesto N1, todos en MeOD (figuras 19-
24). Además se obtuvo un espectro de 1HRMN en DMSO (figura 25). 
 
 





Figura 20. Espectro 13CRMN del compuesto N1 en MeOD. 
 
 





Figura 22. Espectro COSY del compuesto N1 en MeOD. 
 




Figura 24. Espectro HMBC del compuesto N1 en DMSO 
 
 




Se obtuvieron espectros de 1HRMN, 13CRMN y DEPT, y espectros de doble 
dimensión COSY, HMQC y HMBC para el compuesto N2, todos en MeOD (figuras 26-
31). 
 





Figura 27. Espectro 13CRMN del compuesto N2 en MeOD. 
 
 





Figura 29. Espectro COSY del compuesto N2 en MeOD. 
 
 








Se obtuvieron espectros de 1HRMN, 13CRMN y DEPT, y espectros de doble 
dimensión COSY, HMBC y HMQC para el compuesto D1, todos en MeOD (figuras 32-





Figura 32. Espectro 1HRMN del compuesto D1 en MeOD. 
 





 Figura 34. Espectro DEPT-135 de D1 en MeOD. 
 
 




 Figura 36. Espectro HMQC de D1 en MeOD. 
 
 




Figura 38. Espectro 1HRMN del compuesto D1 en DMSO. 
 
Tabla 11. Correlaciones NOE del compuesto D1. 
Señal radiada NOE 
6.61 ppm Con 7.55, 7.5, 7.31 
6.28 ppm Con nada 
5.18 ppm Con 3.62 
5.06 ppm Con 4.76*, 4.23*, 7.55** 
4.76 ppm Con 5.06, 3.93 
4.23 ppm Con 7.55, 5.06, 1.57 
3.93 ppm Con 4.76, 3.27 
3.62 ppm Con 5.18, 1.57* 
3.27 ppm Con 3.93, 2.35* 
3.12 ppm Con 2.35, 0.67* 
2.35 ppm Con 3.27, 3.13, 0.67 
1.57 ppm Con 3.62, 4.23, 7.55** 
0.67 ppm Con 2.35, 3.12 





3.14 Cuantificación de la actividad antioxidante de los compuestos aislados 
mediante la técnica de espectroscopia UV-Vis y DPPH. 
 
Se calcularon los porcentajes de reducción para distintas concentraciones de 
cada compuesto aislado, fracción D2 y controles propuestos. Los ensayos y cálculos de 
porcentaje de reducción se hicieron por triplicado (Apéndice A). 
 
Se obtuvieron los promedios de los porcentajes de reducción de cada muestra 
probada (tabla 12) y se graficaron en conjunto (figura 39). 
 
Tabla 12. Promedios de porcentajes de reducción de DPPH para los compuestos puros, 
fracción D2 y controles. 
g/mL N1 N2 D1 D2 Q R BHT 
10.0 79.5+0.91 76.1+1.35 80.6+0.94 55.9+0.86 82.8+0.57 78.3+0.25 53.4+1.49 
5.0 56.3+0.50 52.3+0.60 50.3+0.17 34.2+1.81 82.0+0.49 43.3+0.07 37.3+1.79 
2.5 30.1+0.21 29.1+2.34 26.1+0.26 14.8+0.23 64.5+0.53 25.1+0.84 24.3+0.68 
0.6 16.7+0.71 15.7+0.85 21.7+0.91 11.0+1.59 31.9+0.88 11.2+0.54 13.5+0.43 
0.3 8.3+1.11 13.8+0.43 7.1+1.68 8.5+0.93 17.1+1.70 6.8+0.03 11.5+0.39 
0.1 5.9+0.71 10.8+0.56 3.9+0.32 5.3+0.18 7.0+0.64 4.6+0.22 4.7+0.55 
        




































Figura 39. Porcentaje de reducción de DPPH para los compuestos puros, 
fracción D2 y controles. 
 
Se calculó el porcentaje de reducción 50 o concentración inhibitoria 50 (CI50) 
para cada ensayo triplicado para cada sustancia probada, para ello se tomaron los puntos 
alrededor de la CI50 y mediante la ecuación de la recta, se obtuvo la media de los 
valores de CI50 y su desviación estándar para cada compuesto, fracción y control 
probado (tabla 13). Los valores de CI50 se calcularon en g/mL y en concentración 
molar, excepto para la fracción D2, por no ser un compuesto puro. 
 
Tabla 13. CI50 de los compuestos aislados, la fracción D2 y controles. 
Antioxidante CI50 g/mL CI50 M 
Miricetrina 5.38 + 0.09 11.59+0.18 
Quercitrina 5.62 + 0.06 12.55+0.12 
RO-Luteolina 5.56 + 0.02 9.62+0.04 
D2 10.17 + 0.11 NC 
Quercetina 2.35 + 0.03  7.77+0.11 
Rutina 6.04 + 0.02  9.90+0.03 
BHT 8.67 + 0.34 39.34+1.56 






3.15 Determinación de la actividad inmunomoduladora de los compuestos aislados, 
en base a la proliferación de células mononucleares de bazo de ratón Balb/c 
 
 Se obtuvieron las cuentas por minuto para cada ensayo realizado por triplicado, 
para las fracciones y compuestos aislados de Juglans mollis. Se calculó el promedio de 
los triplicados y el índice de proliferación (tabla 14). 
Tabla 14. Promedios de cuentas por minuto e índices de proliferación. 
Muestra Cuentas con PHA Cuentas sin PHA Índice de 
estimulación 
Células control 10447.5+12.4 2681.5+3.5 3.90 
DMSO 5%   13456.6+8.3 4072.0+9.8 3.30 
Fracción 1 – 500g 230711.0+115.2 367.5+0.4 627.79 
Fracción 1 – 50g 327.0+0.8 254.0+0.7 1.29 
Fracción 1 – 10g 452.3+0.3 387.4+1.4 1.17 
Fracción 1 – 1g 3809.0+1.2 775.0+2.8 4.91 
Fracción 2 – 500g 348363.5+128.6 364.6+10.5 955.47 
Fracción 2 – 50g 244.0+0.3 661.5+11.6 0.37 
Fracción 2 – 10g 230.0+0.2 2558.0+34.5 0.09 
Fracción 2 – 1g 1145.0+1.9 2823.0+5.8 0.41 
Fracción 3 – 500g 130233.6+48.3 214.0+2.8 608.57 
Fracción 3 – 50g 856.0+0.9 362.0+2.1 2.36 
Fracción 3 – 10g 1945.5+0.9 283.0+0.7 6.87 
Fracción 3 – 1g 1874.5+1.3 2666.3+1.8 0.70 
Fracción 4 – 500g 57982.0+10.4 278.0+0.9 208.57 
Fracción 4 – 50g 3379.0+5.3 563.3+0.9 6.00 
Fracción 4 – 10g 586.6+1.6 1293.0+3.8 0.45 
Fracción 4 – 1g 708.0+1.1 4429.0+15.8 0.16 
N1 – 500g 901.5+0.9 1767.0+13.5 0.51 
N1 – 50g 3480.0+2.5 416.5+2.8 8.36 
N1 – 10g 2861.0+6.5 1863.3+16.3 1.54 
N1 – 1g 8331.5+27.9 5407.3+56.2 1.54 
N2 – 50g 392.5+12.5 3905.0+15.9 0.10 
N2 – 10g 1256.0+54.7 511.0+4.5 2.46 
N2 – 1g 3297.5+38.6 2780.0+38.7 1.19 
N3 – 50g 2669.3+32.6 933.0+27.3 2.86 
N3 – 10g 2940.5+31.7 295.0+1.5 9.97 




3.16 Evaluación de la citotoxicidad de los compuestos aislados. 
  
Se obtuvieron los porcentajes de viabilidad celular para cada ensayo por 
triplicado, mediante cuenta visual de células vivas por cada cien. Se calculó la media y 
la desviación estándar para cada ensayo (tabla 15). 
 
Tabla 15. Porcentajes de viabilidad celular. 
 500mg 50mg 10mg 1mg 
Fracción 1 95.0+0.0% 98.3+2.8% 98.3+2.8% 98.3+2.0% 
Fracción 2 98.3+2.8% 100+0.0% 98.3+2.8% 100+0.0% 
Fracción 3 95.0+0.0% 98.3+2.8% 98.3+2.8% 98.3+2.8% 
Fracción 4 95.0+0.0% 98.3+2.8% 100+0.0% 100+0.0% 
N1 93.3+2.8% 95.0+0.0% 98.3+2.8% 98.3+2.8% 
N2 NP 98.3+2.8% 98.3+2.8% 100+0.0% 
N3 NP 100+ 0.0% 100+2.8% 100+0.0% 
     









En base a un reporte reciente del estudio de actividad antioxidante de extractos 
obtenidos de 15 plantas de la región noreste de México (Pozos, 2005), para el presente 
trabajo se seleccionaron las dos especies que presentaron mayor actividad antioxidante 
en los ensayos de captura de radicales libres utilizando DPPH, cuantificación de fenoles 
totales e inhibición de la enzima xantina oxidasa. Estas especies fueron Juglans mollis y 
Turnera diffusa. 
 
Juglans mollis es una juglandácea que según reportes etnofarmacológicos, su 
parte aérea es utilizada para favorecer la cicatrización de laceraciones y quemaduras, así 
también, para disminuir la inflamación de diversas heridas y golpes. La cáscara del fruto 
es utilizada para aliviar el prurito y salpullido, y su corteza es utilizada en infusiones 
como tónico general (Adame, 2000). 
 
Turnera diffusa, es un arbusto de las turneráceas que ha sido utilizado como 
afrodisíaco, conceptivo, antidepresivo y antianémico. Otros usos que se han reportado 
para esta especie, son: como diurético, para disminuir el malestar menstrual y los 
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problemas de próstata, como tónico general y cerebral, y para contrarrestar el 
agotamiento físico e intelectual (Alcaraz y cols., 2004). 
 
El objeto de utilizar las especies mencionadas, es encontrar compuestos 
antioxidantes cuya presencia justifique el efecto al que refiere la etnofarmacología, en 
cuanto al uso tradicional que se les ha venido dando (Adame y cols., 2000). Así también, 
comprobar si los compuestos antioxidantes aislados tuvieran un efecto 
inmunomodulador y establecer, si así fuera, una relación entre la especie estudiada y el 
tipo de afecciones de carácter inmunológico para las que se reporta su uso. 
 
En la búsqueda de compuestos bioactivos a partir de plantas, es importante la 
selección de un solvente adecuado para realizar la extracción primaria. En este estudio 
se utilizó metanol como solvente de extracción para los extractos primarios, ya que se 
buscaba obtener la mayor cantidad de compuestos posibles para cada parte de las 
plantas trabajadas. Los porcentajes de recuperación obtenidos fueron de    5.40 % a 
18.45 %, similares a  los reportados en el trabajo en el cuál se basó este estudio (Pozos, 
2005), donde se utilizó etanol 90% para obtener los extractos primarios. 
 
Para la determinación cualitativa de actividad antioxidante de los extractos 
primarios, se probaron los extractos obtenidos a una misma concentración con la 
solución del radical libre DPPH. Este radical presenta un color violeta que se decolora 
hasta amarillo en presencia de sustancias antioxidantes, debido a la reducción del 
radical DPPH, de tal manera, que en el análisis de cromatografía en capa fina los 
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compuestos activos se presentan como manchas amarillas en un fondo violeta.  En la 
CCF donde se analizaron los extractos primarios de ambas especies (figura 4), se 
observó con respecto a Turnera diffusa, una mayor cantidad de componentes activos en 
el extracto de la mezcla hoja/tallo que en el extracto de hoja. En el extracto de raíz casi 
no se observó la presencia de componentes activos. En cuanto a Juglans mollis, el 
extracto de corteza mostró mayor cantidad de componentes activos que el extracto de 
hoja.  
 
Para la determinación cuantitativa de la actividad antioxidante, se evaluó por 
espectroscopía de UV-Vis el porcentaje de reducción del radical DPPH por parte de los 
extractos; en este caso, la absorbancia de las soluciones obtenidas después de la 
reacción es inversamente proporcional al porcentaje de reducción. Los resultados 
indicaron que en el caso de Turnera diffusa, la mayor actividad la tuvieron el extracto 
de hoja/tallo y el de raíz, mientras que para Juglans mollis, tanto el extracto de corteza 
como el de hoja tuvieron actividad similar (72.34 y 78.78 % respectivamente) (tabla 5). 
En base a estos resultados se decidió que la actividad citotóxica e inmunomoduladora se 
probaría en los extractos de hoja y corteza de Juglans mollis, y en los extractos de la 
parte aérea de Turnera diffusa. 
 
En el ensayo de citotoxicidad, las células vivas presentaban una refringencia en 
el invertoscopio, mientras que las células muertas solo se observaban teñidas y opacas 
debido al rompimiento de sus membranas. Los porcentajes de viabilidad celular fueron 
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de 90 a 100 % en las cuentas individuales (tabla 6), lo que indicó que para todas las 
cantidades probadas en el ensayo, ningún extracto resultó ser citotóxico. 
 
En base a los resultados de citotoxicidad, se decidió utilizar las mismas 
cantidades de los extractos para llevar a cabo el estudio de inmunomodulación y 
garantizar que las células se mantuvieran viables durante el ensayo. Este experimento 
permite determinar la proliferación celular de manera indirecta, midiendo la 
radiactividad generada por la 3H-timidina incorporada por las células durante la mitosis, 
que puede ser espontánea o inducida (mediante el mitógeno PHA). En los resultados se 
observó que el extracto de corteza de Juglans mollis en cantidades de 500 g, presenta 
un índice de estimulación por encima del control positivo de células con PHA, lo que 
nos indica que a este nivel, el extracto se comporta como mitógeno (tabla 7). Por otra 
parte, los índices de estimulación para los extractos de la parte aérea de Turnera diffusa 
fueron similares al control de células sin estímulo, lo que indica que estos extractos no 
inducen una actividad positiva ni negativa en la proliferación celular espontánea o no 
inducida. 
 
 En base a los resultados cualitativos y cuantitativos de actividad antioxidante, se 
continuó trabajando con los extractos de la parte aérea de Turnera diffusa y los 
extractos de corteza y hoja de Juglans mollis para la obtención de extractos 
diferenciales por extracción líquido-líquido con hexano, acetato de etilo y butanol. Los 
porcentajes de recuperación para estos extractos variaron en un rango de 10.37 % a 
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47.50 % (tabla 9). No se observó una relación entre el porcentaje de recuperación y la 
especie o parte utilizada. 
 
 En la determinación cualitativa de actividad antioxidante de los extractos 
diferenciales, se observó una mayor cantidad de componentes con actividad en los 
extractos de acetato de etilo y butanol de hoja/tallo de Turnera diffusa y en los extractos 
de acetato de etilo y butanol de corteza de Juglans mollis (figura 5). 
 
 En el estudio cuantitativo de actividad antioxidante, los porcentajes de reducción 
más altos se observaron en los extractos de acetato de etilo y butanol de Turnera diffusa 
(95.86 % y 93.55 %  respectivamente) y en el extracto de acetato de etilo de Juglans 
mollis (93.42 %) (Tabla 10). Lo anterior se correlaciona con los resultados del ensayo 
cualitativo por CCF. Por lo tanto se decidió continuar la parte del aislamiento 
biodirigido con los extractos de la parte aérea de  Turnera diffusa y el extracto de 
acetato de etilo de Juglans  mollis. 
 
 A partir del extracto de acetato de etilo de corteza de Juglans mollis se 
obtuvieron cuatro fracciones mediante cromatografía en columna de sílica gel, eluídas 
con hexano:AcOEt, AcOEt, AcOEt:MeOH y MeOH, denominadas F1, F2, F3 y F4 
respectivamente. El análisis de estas fracciones por CCF mostró que la fracción F3 
contenía la mayor cantidad de compuestos con actividad antioxidante (figura 6), por lo 




 Se consideró purificar la fracción F3  por medio de una columna de fase inversa 
de baja presión. Se probaron diferentes sistemas de elución, se comenzó primero  con 
MeOH:Agua (20:80) hasta llegar a MeOH 100% con intervalos de incremento de 10% 
con respecto al MeOH. El sistema de solventes que presentó mejores resultados fue 
MeOH acuoso (40-100 %) incrementado en intervalos de    10 %. Mediante este sistema 
se obtuvieron 70 fracciones a partir de la fracción F3. Estas fracciones fueron analizadas 
por CCF y se juntaron las que resultaron similares, para dar origen a seis fracciones 
principales (figura 8). Una de estas fracciones mostró dos componentes principales y 
activos frente al DPPH. A esta fracción se le nombró F3´ y se utilizó para continuar con 
la purificación. 
 
 La fracción F3´ fue pasada a través  de una columna de fase inversa de baja 
presión Lobar RP-18, se probaron distintas proporciones de MeOH acuoso para la 
elución. El sistema que dio mejores resultados fue MeOH acuoso (30-50%). Mediante 
este sistema, se obtuvieron dos compuestos puros denominados N1 y N2, a partir de la 
fracción F3´. Mediante el análisis cualitativo por CCF, se observó que ambos 
compuestos fueron activos frente al DPPH. Además, en el análisis de CCF revelada con 
NPR/PEG  los compuestos presentaron una pigmentación amarillo-naranja indicativa de 
compuestos polifenólicos de tipo flavonoide (figura 10).  
 
 Un tercer compuesto fue aislado de la fracción F3´, al que se nombró N3. El 
compuesto presentó actividad antioxidante frente al DPPH en el análisis cualitativo por 
CCF. Por otro lado, no presentó pigmentación característica de compuesto polifenólico 
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al revelarse con NPR/PEG. Cabe mencionar que durante la purificación de este 
compuesto, se tuvieron pérdidas significativas del mismo debido a que se degradaba con 
facilidad, al precipitar en color oscuro y perder su actividad antioxidante. 
 
 El extracto metanólico de Turnera diffusa fue extraído con hexano para 
descartar la fracción no activa frente al DPPH. La fracción soluble en metanol fue 
pasada por una columna de sílica gel tipo VLC con un sistema de solventes de menor a 
mayor polaridad. Se obtuvieron cuatro fracciones de composición muy similar, y en 
donde además se observó la presencia de clorofila en todas ellas. Se decidió entonces 
realizar una extracción en fase sólida con un cartucho de fase inversa de octadecilsilano 
con un gradiente de elución de MeOH acuoso 50, 70 y 100 %. Según lo observado en el 
análisis de CCF en UV 254 nm, las clorofilas se extrajeron en la fracción de MeOH 
100%, y el resto de los componentes eluyeron inicialmente en la fracción de MeOH 
acuso 50 % (denominada F50). Esta es la fracción con la que se decidió continuar con el 
aislamiento (figura 11). La fracción 50 fue pasada por una columna de sílica gel tipo 
VLC con el mismo sistema de solventes anteriormente usado. En esta ocasión, se 
obtuvieron cuatro fracciones de distinta composición, en base al análisis de CCF 
revelada con DPPH; la fracción donde se tenía mayor cantidad de compuestos 
antioxidantes fue la fracción F3, por lo que se continuó trabajando con ésta. La fracción 
F3 fue pasada por una columna de fase inversa de baja presión con un gradiente de 
elución de MeOH acuoso (20 % - 100 %). Con este sistema cromatográfico se 
obtuvieron 80 fracciones que a su vez fueron analizadas y agrupadas de acuerdo a su 
composición en diez nuevas fracciones. Dos de estas fracciones resultaron de interés 
 
 78 
para continuar con el aislamiento de compuestos, a las que se les denominó F3´ y F3´´. 
La fracción F3´ fue pasada a través de una columna de fase inversa de baja presión con 
un gradiente de MeOH acuoso (30 % - 100 %). Se tomó la fracción donde se encontraba 
el compuesto de interés, y éste fue purificado con tres columnas sucesivas de fase 
inversa mediante un gradiente de MeOH acuoso (40 % - 80 %) donde se incrementaba 
en intervalos de 10 % el MeOH. De esta manera se purificó el compuesto que se 
denominó D1. El compuesto D1 fue analizado por CCF y revelado con NPR/PEG. Se 
observó coloración característica de un compuesto polifenólico de tipo flavonoide 
(figura 14). 
 
 La fracción F3´´ se pasó a través de una columna de fase inversa de baja presión 
con un gradiente de elución de MeOH acuoso (60 % - 100 %) incrementándose el 
MeOH en intervalos de 10 %. Mediante dos columnas sucesivas de este tipo, logró 
aislarse lo que se creía era el compuesto D2. Debido a que en el análisis por CCF se 
observaba una sola banda que migraba casi con el frente de elución, D2 fue analizado 
por CCF con una fase móvil poco polar (2.1.6.1.3), con lo que se pudieron resolver por 
lo menos cinco compuestos que al ser revelados con NPR/PEG mostraron coloración 
característica de compuestos polifenólicos de tipo flavonoide (figura 14). Aunque no se 
continuó con el aislamiento de los compuestos de la fracción D2, se decidió utilizar esta 
fracción en el estudio cuantitativo de actividad antioxidante. Hasta ese punto se había 




 Al final del aislamiento se evaluó la pureza de los compuestos aislados por 
HPLC. Los compuestos se observaron libres de impurezas en los cromatogramas 
obtenidos. El compuesto N1 dio a una señal con un tR de 7.9 min. y un espectro de UV 
con máximos de absorción de 263.4 nm y 250.2 nm (figura 17). El compuesto N2 dio a 
una señal de tR de 11.5min y un espectro de UV con máximos de 253.3 y 249 nm 
(figura 18). Ambos compuestos correspondieron con el tR y espectros de absorción de 
UV de dos picos principales del extracto de acetato de etilo de corteza de Juglans mollis 
(figura 16).  
 
 Para elucidar la estructura de los compuestos aislados se revisaron los resultados 
de los espectros de RMN. Dado que la prueba cualitativa con NPR/PEG indicaban que 
los compuestos aislados de Juglans mollis y Turnera diffusa correspondían a 
compuestos polifenólicos de tipo flavonoide, el análisis de los datos de RMN se basó en 
la búsqueda de estas moléculas (figura 40). 
 
 


















 Se obtuvieron las siguientes señales del espectro de 1HRMN del compuesto N1 
en MeOD. 
 
Tabla 16. Desplazamientos químicos de los hidrógenos de N1 y sus constantes de 
acoplamiento 
 1HRMN para N1 
 en ppm 
H-6 6.36 (d) J=2.0 Hz 




H-1´´ 5.31 (d) J=1.4 Hz 
H-2´´ 4.22 (dd) J=1.7, 3.4 Hz 
H-3´´ 3.79 (dd) J=3.4, 9.5 Hz 
H-4´´ 3.31 (dd) J=9.5, 10.0 Hz 
H-5´´ 3.52 (m) J=6.2, 9.5 Hz 
H-6´´ 0.95 (d) J=6.2 Hz 
  
 
El espectro de 13CRMN del compuesto N1 (figura 20) indicó la presencia de por 
lo menos 21 carbonos en la estructura, de los cuales, uno es CH3, por lo menos ocho son 
CH (DEPT-90, figura 21) y el resto son carbonos cuaternarios. Se observaron señales en 
la zona de aromáticos, características de flavonoides, y una señal de carbonilo a 179.7 
ppm que también es característica de este tipo de compuestos (Breitmaier, 1987).  
 
 En el espectro de 1HRMN de N1 en DMSO (figura 25) se tuvo una señal 
correspondiente a un grupo OH, cuyo desplazamiento químico, por encima de 9 ppm 
indicó que éste debía encontrarse en el C-5 del anillo A del flavonoide, que al formar 
puente de hidrógeno con el carbonilo, aparece a campos menores que los otros grupos 
OH; a su vez, en el espectro de 1HRMN en MeOD se tuvieron dos dobletes a 6.19 y 
6.36 ppm, cada uno integró para un hidrógeno. El valor de la constante de acoplamiento 
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(J=2.0 Hz) nos indica que debe tratarse de dos hidrógenos en posición meta (tabla 16). 
Se pudo establecer que son los  hidrógenos de C-6 y C-8 del anillo A del flavonoide. 
 
 En el espectro de 1HRMN en MeOD también se observó una señal a 6.94 ppm, 
que integraba para dos hidrógenos. De acuerdo con el espectro de HMQC, estos 
hidrógenos correlacionan con la señal de 109.5 ppm en el espectro de 13CRMN. De 
acuerdo las referencias de desplazamientos de 13CRMN para flavonoides (Breitmaier, 
1987), esta señal correspondería a dos carbonos químicamente equivalentes del anillo B 
del flavonoide. El resto de los carbonos del anillo B deberían estar sustituidos por 












Figura 41. Estructura de la miricetina. 
 
Se observaron señales de 13CRMN en la zona de alifáticos, las cuales 
correlacionaron, según el espectro de HMQC, con las señales de 1HRMN de la zona de 
3.52 ppm – 5.31 ppm, características de un carbohidrato. Se estableció la correlación en 
estas señales de hidrógeno por medio del espectro COSY, y pudo determinarse que se 
trataba de un sistema cíclico correspondiente a un carbohidrato, que por presentar un 
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grupo metilo (1HRMN 0.95 ppm, 13CRMN 17.7 ppm), podía ser ramnosa o fucosa. 
Ambos carbohidratos son epímeros en el C-2. De acuerdo con los valores de constante 
de acoplamiento calculados a partir de los valores de 1HRMN, se estableció que el 















Figura 42. Desplazamientos químicos y constantes de acoplamiento de los 
hidrógenos de ramnosa. 
 
 
La ramnosa tiene los hidrógenos correspondientes a C-2 y C-3 en cis, mientras 
que en la fucosa están en trans. El valor encontrado de J=3.4 Hz, concuerda  con la 
posición cis para esos dos hidrógenos. Por otro lado, el hidrógeno anomérico (=5.31 
ppm) presenta una constante de acoplamiento de J=1.4 Hz con el hidrógeno de C-2, lo 


























 La posición de unión del O-L-ramnosil al flavonoide se determinó en el oxígeno 
del C-3 del anillo C, en base a los datos encontrados en la literatura (Breitmaier, 1987). 
 
 Los espectros de doble dimensión (HMQC y HMBC) confirmaron la estructura 
propuesta para el compuesto N1, el cual se trataba de un derivado de la miricetina con 















Figura 43. 3-O-L-ramnosil-miricetina. Miricetrina. 
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 Para el compuesto N2 se obtuvieron las siguientes señales del espectro de 
1HRMN en MeOD. 
 
Tabla 17. Desplazamientos químicos de los hidrógenos de N2 y sus constantes de 
acoplamiento. 
 1HRMN para N2 
 en ppm 
H-6 6.36 (d) J=1.9 Hz 
H-8 6.19 (d) J= 1.9 Hz 
H-2´ 7.33 (d) J=2.1, 8.2 Hz 
H-5´ 6.91 (d) J=8.2 Hz 
H-6´ 7.31 (dd) J=2.1 Hz 
H-1´´ 5.34 (d) J=1.3 Hz 
H-2´´ 4.21 (dd) J=1.6, 3.4 Hz 
H-3´´ 3.73 (dd) J=3.4, 9.5 Hz 
H-4´´ 3.31 (dd) J=9.5, 9.5 Hz 
H-5´´ 3.42 (m) J=6.1, 9.5 Hz 
H-6´´ 0.94 (d) J=6.1 Hz 
  
 
 El espectro de 13CRMN para el compuesto N2 indicó la presencia de 22 
carbonos; uno de ellos CH3, diez CH y once carbonos cuaternarios (DEPT-135, figura 
28). Se observaron señales en la zona de aromáticos características de flavonoide, 
incluyendo un grupo carbonilo a 179.7 ppm, similar a lo obtenido en el análisis del 
compuesto N1. 
 
En el espectro de 1HRMN en MeOD para N2 se tuvieron dos dobletes a 6.19 y 
6.36 ppm; cada uno integró para un hidrógeno, y de acuerdo a su constante de 
acoplamiento (J=1.9 Hz) (tabla 17), deben estar en posición meta. Se estableció que 




Se observó también en el espectro de 1HRMN, un doblete a 6.91 ppm   (J=8.2 
Hz) y un doble doblete a 7.29 ppm (J=8.2, 2.1 Hz), los valores de J indican que estos 
dos hidrógenos se encontraban en posición orto. Además, un doblete a 7.33 ppm con 
una constante de acoplamiento de 2.1 Hz indicó que este hidrógeno se encontraba en 
posición meta con respecto al hidrógeno de 7.29 ppm. Siguiendo el patrón del primer 
compuesto elucidado, los hidrógenos fueron posicionados en los carbonos C-6´, C-5´ y 
C-2´ del flavonoide. Los carbonos 3´ y 4´ del anillo B tendrían que estar sustituidos por 
grupos OH. Se determinó que la base de este flavonoide es quercetina. 
 
Se observaron en el espectro 13CRMN señales en la zona de alifáticos, que de 
acuerdo al espectro de HMQC, correlacionaron con las señales de 1HRMN de la zona de 
3.42 ppm – 5.34 ppm, características de un carbohidrato. Se estableció la correlación en 
estas señales de hidrógeno por medio del espectro COSY, con grupo metilo (1HRMN 
0.94 ppm, 13CRMN 17.8 ppm), lo cual indicó la presencia de una unidad de ramnosa o 
fucosa. De acuerdo a las constantes de acoplamiento calculadas con el espectro de 
1HRMN, se asignaron las posiciones para cada hidrógeno en el carbohidrato. Los 
hidrógenos correspondientes a C-2´´ y C-3´´ presentaron una constante de acoplamiento 
de 3.4 Hz, lo que determinó que se encontraban en cis. Con esto se estableció que el 
carbohidrato era ramnosa y no fucosa, en la cual estos hidrógenos están en posición 
trans. Por otra parte, el hidrógeno anomérico     (=5.34 ppm) presenta una constante de 
acoplamiento de 1.3 Hz con el hidrógeno de C-2´´, lo que indica que el hidrógeno 
anomérico está en  y por lo tanto el resto del carbohidrato es -L-ramnosil. 
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Figura 44. 3-O-L-ramnosil-quecetina. Quercitrina. 
 
 Estos dos compuestos son flavonoides conocidos y su aislamiento fue reportado 
recientemente de una especie de juglandácea, Juglans manshurica (Min y cols, 2000). 
El nombre común para estos compuestos es miricetrina y quercitrina, respectivamente. 
 
 87 
 Con respecto al compuesto D1, se obtuvieron las siguientes señales del espectro 
de 1HRMN en MeOD: 
 
Tabla 18. Desplazamientos químicos de los hidrógenos de D1 y sus constantes 
de acoplamiento. 
 1HRMN para D1 
 en ppm 
H-3 6.55 (d) J=16.9 Hz 
H-6 6.32 (d) J=15.2 Hz 
H-2´ 7.54 (d) J=2.1 Hz 
H-5´ 7.48 (dd) J=2.1, 8.3 Hz 
H-6´ 6.95 (d) J=8.3 Hz 
H-1´´ 5.19 (d) J=10.3 Hz 
H-2´´  5.06 (d) J=10.3 Hz 
H-4´´ 4.24 (d) J=9.7 Hz 
H-5´´ 3.62 (m) J= 9.7 Hz 
H-6´´ 1.57 (d) J=6.0 Hz 
H-1´´´ 4.76 (d) J=1.2 Hz 
H-2´´´ 3.93 (m) 
H-3´´´ 3.27 (d) J=3.2 Hz 
H-4´´´ 3.12 (dd) J=9.5, 9.5 Hz 
H-5´´´ 2.34 (m) J=6.2, 9.5 Hz 




 El espectro de 1HRMN del compuesto D1 muestra también señales en la zona de 
aromáticos, típica de un flavonoide, así como en la zona de carbohidratos; debido al 
número de señales se sospechó que se encontraban dos carbohidratos. La presencia de 
dos grupos metilo a =0.68 ppm y =1.57 ppm indicó que se trataba de dos residuos de 
ramnosa o estructuras relacionadas. Estas señales correlacionaron en el espectro HMQC 




 Respecto del flavonoide base, se observaron en el espectro de 1HRMN cinco 
señales, dos de ella con una constante de acoplamiento de 8.3 Hz correspondiente a un 
acoplamiento en posición orto, a su vez uno de estos hidrógenos tuvo una constante de 
acoplamiento de 2.1 Hz con otro hidrógeno, lo cual indicó una posición relativa en meta 
de estos hidrógenos como se indica en la figura 45; de esta manera el anillo C tiene dos 
grupos OH. Las otras dos señales del espectro de 1HRMN son singuletes que no 
presentan acoplamiento en meta, ni alguna correlación en el espectro de HMBC, por lo 
que uno debe estar en posición C-3 y el otro en posición C-6 o C-8. Esto se comprobó 
por la correlación entre esta señal a =6.55 ppm y la señal del grupo carbonilo del 
flavonoide (=182.6 ppm) en el espectro de HMBC. De esta manera, la base del 
flavonoide es luteolina, y el carbohidrato debe estar unido a C-6 o C-8, tratándose 
entonces de un C-glicósido. 
 
 Respecto del carbohidrato se observó tanto en 1HRMN como en 13CRMN las 
señales típicas de la ramnosa, en forma de un O-glicósido. El espectro de 13CRMN 
indicó que el otro azúcar debía tener un residuo cetónico (=205.2 ppm) junto con un 
metilo (= 18.3 ppm) y cuatro metinos (=74.1 ppm, 76.8 ppm, 78.7 ppm y 79.3 ppm). 
El espectro COSY mostró correlación entre las señales de = 4.24 ppm, =3.62 ppm y 
el grupo metilo de = 1.56 ppm. Por lo tanto el grupo cetónico debe estar en C-3´´ y la 
unión a la ramnosa en C-2´´. Esto fue confirmado por las correlaciones de HMBC, 
además la constante de acoplamiento de J=10.3 Hz entre H-1´´ y H-2´´, y la constante 
de acoplamiento de J=9.7 Hz entre H-4´´ y H-5´´ indicó que éstos se encontraban en 
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posición trans-diaxial. Las interacciones NOE (figura 45) entre H-1´´ y H-5´´, y H-2´´ y 
H-4´´ confirmó la estructura de 6-deoxi-ribo-hexos-3-ulosa. 
 
 
Figura 45. Acoplamientos NOE de D1. 
 
 
 Los valores de desplazamiento químico de 1HRMN y 13CRMN concordaban más 
con una unión a C-8 (Zhao y cols., 2007) que a C-6 (Hatano y cols., 1999), sin embargo 
para confirmar esta unión, se construyeron varios modelos del compuesto, tanto con el 
disacárido en posición C-6 como en C-8 en el flavonoide. La minimización de energía y 
el cálculo de distancias interatómicas en la geometría optimizada para cada uno de ellos, 


















Se estableció que el compuesto aislado D1, es 8-C [6-deoxi-2-O-(a-L-
ramnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3-ulosido] luteolina (figura 46), el cual ya ha sido 





















Hasta el momento, el derivado de luteolina descrito en el presente trabajo sólo 
ha sido aislado de Turnera diffusa, por lo cual consideramos que de ser su única fuente 
natural, representa un potencial marcador de esta especie para el control de calidad de 
productos herbales comerciales que digan contener dicha planta. 
 
Para la determinación cuantitativa de la actividad antioxidante de los 
compuestos aislados, se realizó una dilución seriada de cada muestra, y se adicionó una 
misma cantidad de DPPH. Los ensayos se realizaron por triplicado y se calcularon los 
porcentajes de reducción para cada dilución. Los porcentajes de reducción fueron 
graficados con respecto a la concentración (figura 39). Para todas las muestras se 
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determinó la concentración inhibitoria 50 del radical libre. Debido a que la respuesta no 
fue lineal a todas las concentraciones probadas, para obtener la ecuación de una recta y 
de ahí la CI50, se decidió trabajar con los valores que se encontraban alrededor del 50 % 
de reducción. Para cada muestra analizada se obtuvo una gráfica de tendencia y la 
ecuación de la recta. Mediante la ecuación de la recta se calculó la CI50 para cada 
muestra por triplicado, se promedió y se obtuvo la desviación estándar para cada 
muestra probada.  
 
El resultado indica que los dos compuestos asilados de Juglans mollis tienen una 
CI50 micromolar mayor que quercetina. El compuesto aislado de Turnera diffusa resultó 
con mayor actividad antioxidante (CI50 menor) que los compuestos aislados de Juglans 
mollis; además resultó con una CI50 menor que rutina. Todos los compuestos tuvieron 
una CI50 significativamente menor que el BHT (tabla 13). 
 
Cabe mencionar que anteriormente, otro estudio reportó una actividad 
antioxidante para quercetina de 9.8+0.02 M (Torres y cols., 2006), semejante a la que 
se determinó en este estudio (7.77+0.11 M). 
 
La CI50 en g/mL de la fracción D2, estuvo por encima de todas las sustancias 
probadas, incluyendo los tres controles positivos. Considerando que esta fracción es una 
mezcla no polar de flavonoides y que entonces su peso molecular podría ser comparable 
al de la quercetina, tendría aproximadamente cinco veces menos poder antioxidante que 




Todo lo anterior nos indica que los compuestos aislados poseen una buena 
actividad antioxidante, lo cual justificaría el uso tradicional que se les ha dado a estas 
especies. 
 
 En cuanto a la actividad inmunomoduladora, se decidió probar únicamente los 
compuestos aislados de Juglans mollis (N1, N2 y N3), ya que solo el extracto de acetato 
de etilo de corteza de esta especie resultó activo en el ensayo aplicado a los extractos 
primarios de Juglans mollis y Turnera diffusa. Cabe mencionar que el índice de 
estimulación es una relación entre un cultivo celular adicionado con un mitógeno 
conocido y un cultivo sin mitógeno (en este caso, PHA), en el cual ambos pueden o no 
contener alguna sustancia para la que se desee conocer su actividad mitogénica, 
comparándola con un control de células con y sin adición de mitógeno (PHA). Un 
índice de estimulación positivo se considera cuando su valor está por encima de 10. En 
este estudio, los compuestos N2 y N3 fueron probados solo en cantidades de 50, 10 y    
1 g, debido a las cantidades reducidas de compuesto con las que se contaba. En el caso 
del ensayo realizado, se decidió no utilizar los índices de estimulación como referencia 
debido a que el control de células presentaba un índice menor a 10. Por ello, sólo se 
realizó una comparación entre los promedios de cuentas con estímulo de PHA. Es este 
caso, se observó que ninguno de los compuestos probados posee una actividad 
mitogénica similar  a la de PHA, sin embargo en los ensayos donde se utilizaron las 
fracciones F1, F2, F3 y F4 provenientes del extracto de corteza de acetato de etilo de 
Juglans mollis, en cantidades de 500 g, se tuvo una proliferación de 22, 33, 12 y 5 
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veces mayor, respectivamente, que el control de PHA; esto indica que la actividad 
inmunoestimulante que se había visto en el ensayo de extractos primarios, donde el 
extracto de corteza de J. mollis había resultado positivo, permaneció en las fracciones 
menos polares que se obtuvieron de éste extracto. Cabe mencionar que los compuestos 
aislados por nosotros de Juglans mollis provenían de la fracción F3 (fracción de 
AcOEt:MeOH), la cual sólo presentó una moderada actividad proliferativa con respecto 
a las fracciones menos polares. 
 
 Además se determinó la citotoxicidad de las fracciones obtenidas F1, F2, F3 y 
F4 de Juglans mollis así como los compuestos puros obtenidos. Se calcularon los 
promedios de cada ensayo triplicado y su respectiva desviación estándar. En este 
estudio, los porcentajes de viabilidad celular fueron de 92 % a 100 %. Lo anterior nos 
indica que ninguno de los compuestos, ni las fracciones analizadas resultaron ser 












 Se aislaron de Juglans mollis dos compuestos con actividad antioxidante, N1 y 
N2, identificados como 3-O-ramnosil-miricetina y 3-O-ramnosil-quercetina, los 
cuales habían sido aislados anteriormente de la especie Juglans mandshurica. 
 
 De Turnera diffusa se aisló el compuesto antioxidante D1, el cual fue 
identificado como 8-C [6-deoxi-2-O-(a-L-ramnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3-
ulosido] luteolina, el cual había sido aislado recientemente de la misma especie. 
 
 Ninguno de los compuestos aislados de Juglans mollis presentó actividad 
inmunomoduladora sobre la proliferación celular espontánea. Sin embargo, en 
todas las fracciones probadas, se observó un efecto inmunoestimulante en los 
ensayos de 5 g/mL. 
 




 Los tres compuestos aislados de Juglans mollis y Turnera diffusa tienen una 
CI50 mayor que la quercetina. Pero mucho menor que la CI50 de rutina. 
 
 El compuesto aislado de Turnera diffusa resultó con mayor actividad 
antioxidante (CI50 menor) que los compuestos aislados de Juglans mollis. 
 
 Todos los compuestos tuvieron una CI50 significativamente menor que el BHT. 
 
 Por primera vez se reporta la capacidad antioxidante del compuesto aislado de 








 Continuar con el aislamiento de las fracciones menos polares del extracto de 
acetato de etilo de Juglans mollis y determinar su capacidad inmunomoduladora. 
 
 Purificar mayor cantidad de 8-C [6-deoxi-2-O-(-L-ramnopiranosil)-xylo-
hexopiranos-3-ulosido] luteolina, aislado de Turnera diffusa para utilizarlo 
como marcador para el control de calidad de los productos herbáceos que dicen 






Tabla 19. Lecturas de absorbancia a 517 nm y porcentajes de reducción por triplicado 
de miricetrina. Abs= absorbancia, % R= porcentaje de reducción. 
N1 g/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 % R 1 % R 2 % R 3 
20.0 0.155 0.168 0.169 78.85 76.73 76.82 
10.0 0.144 0.155 0.149 80.35 78.53 79.56 
5.0 0.316 0.318 0.320 56.89 55.96 56.10 
2.5 0.513 0.506 0.508 30.01 29.92 30.32 
1.2 0.606 0.607 0.606 17.33 15.93 16.87 
0.6 0.664 0.670 0.669 9.41 7.20 8.23 
0.3 0.684 0.684 0.686 6.68 5.26 5.90 
Control 0.733 0.722 0.729 0.00 0.00 0.00 
       
 
 
Tabla 20. Lecturas de absorbancia a 517 nm y porcentajes de reducción por triplicado 
de quercitrina. Abs.= absorbancia, % R= porcentaje de reducción.  
N2 g/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 % R 1 % R 2 % R 3 
20.0 0.209 0.215 0.211 71.72 70.75 71.17 
10.0 0.167 0.186 0.175 77.40 74.69 76.09 
5.0 0.351 0.347 0.354 52.50 52.79 51.64 
2.5 0.535 0.501 0.527 27.60 31.84 28.01 
1.2 0.616 0.625 0.618 16.64 14.97 15.57 
0.6 0.635 0.637 0.629 14.07 13.33 14.07 
0.3 0.662 0.651 0.655 10.42 11.43 10.52 
Control 0.739 0.735 0.732 0.00 0.00 0.00 





Tabla 21. Lecturas de absorbancia a 517 nm y porcentajes de reducción por triplicado 
de 8-C [6-deoxi-2-O-(a-L-ramnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3-ulosido] luteolina. 
Abs.= absorbancia, % R= porcentaje de reducción.  
 
D1 g/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 % R 1 % R 2 % R 3 
20.0 0.130 0.125 0.129 83.01 82.73 82.38 
10.0 0.156 0.134 0.142 79.61 81.49 80.60 
5.0 0.379 0.359 0.365 50.46 50.41 50.14 
2.5 0.563 0.536 0.542 26.41 25.97 25.96 
1.2 0.593 0.574 0.571 22.48 20.72 21.99 
0.6 0.696 0.682 0.684 9.02 5.80 6.56 
0.3 0.736 0.693 0.705 3.79 4.28 3.69 
Control 0.765 0.724 0.732 0.00 0.00 0.00 
       
 
Tabla 22. Lecturas de absorbancia a 517 nm y porcentajes de reducción por triplicado 
de la fracción D2. Abs.= absorbancia, % R= porcentaje de reducción.  
D2 g/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 % R 1 % R 2 % R 3 
20.0 0.102 0.108 0.106 86.49 85.64 86.03 
10.0 0.340 0.326 0.333 54.97 56.65 56.13 
5.0 0.511 0.482 0.497 32.32 35.90 34.52 
2.5 0.645 0.639 0.646 14.57 15.03 14.89 
1.2 0.685 0.659 0.672 9.27 12.37 11.46 
0.6 0.699 0.683 0.692 7.42 9.18 8.83 
0.3 0.715 0.714 0.718 5.30 5.05 5.40 
Control 0.755 0.752 0.759 0.00 0.00 0.00 
       
 
 
Tabla 23. Lecturas de absorbancia a 517 nm y porcentajes de reducción por triplicado 
de quercetina. Abs.= absorbancia, % R= porcentaje de reducción. 
Q g/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 % R 1 % R 2 % R 3 
20.0 0.135 0.123 0.129 81.73 82.53 81.93 
10.0 0.132 0.118 0.122 82.14 83.24 82.91 
5.0 0.136 0.123 0.13 81.60 82.53 81.79 
2.5 0.258 0.252 0.256 65.09 64.20 64.15 
1.2 0.496 0.482 0.491 32.88 31.53 31.23 
0.6 0.599 0.594 0.595 18.94 15.63 16.67 
0.3 0.682 0.655 0.668 7.71 6.96 6.44 
Control 0.739 0.704 0.714 0.00 0.00 0.00 






Tabla 24. Lecturas de absorbancia a 517 nm y porcentajes de reducción por triplicado 
de rutina. Abs.= absorbancia, % R= porcentaje de reducción.  
R g/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 % R 1 % R 2 % R 3 
20.0 0.123 0.125 0.128 82.94 82.59 83.05 
10.0 0.155 0.158 0.164 78.50 77.99 78.28 
5.0 0.409 0.407 0.429 43.27 43.31 43.18 
2.5 0.546 0.538 0.559 24.27 25.07 25.96 
1.2 0.640 0.642 0.667 11.23 10.58 11.66 
0.6 0.672 0.669 0.704 6.80 6.82 6.75 
0.3 0.686 0.686 0.721 4.85 4.46 4.50 
Control 0.721 0.718 0.755 0.00 0.00 0.00 
       
 
Tabla 25. Lecturas de absorbancia a 517 nm y porcentajes de reducción por triplicado 
de hidroxitolueno butilado. Abs.= absorbancia, % R= porcentaje de reducción. 
BHT g/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 % R 1 % R 2 % R 3 
20.0 0.244 0.257 0.248 65.44 64.55 65.51 
10.0 0.318 0.348 0.337 54.96 52.00 53.13 
5.0 0.429 0.466 0.454 39.24 35.72 36.86 
2.5 0.536 0.553 0.539 24.08 23.72 25.03 
1.2 0.610 0.624 0.625 13.60 13.93 13.07 
0.6 0.622 0.642 0.639 11.90 11.45 11.13 
0.3 0.677 0.689 0.682 4.11 4.97 5.15 
Control 0.706 0.725 0.719 0.00 0.00 0.00 
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